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Mit infemationalem Recherchenbericht. 
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(54) Title! A FACTOR Vin-POLYPEPTIDE WTFH FACTOR VinrC-ACnvrrY 

(54) Bezeichnung: BIN FAKTOR VIII-POLYPEPTID MTT FAKTOR VlffiC-AKTIVrrAT 

(57) Abstract 

TJISin^Jion rclftw to a factor Vni-polypeptldc witli &ctor VlftO^vity, which comprises a modification in the A3 and/or CI 
and/or C2 domains of the light chain. Ttie fiactor is characterized In that the modification influences the affinity to binding to a low density 
hpoprotcm receptor protcm(LRP). The invention abordates to a method fo ' 

(57) Zusammenfossung 

r I ,S ^"^rH^ ^r^^'^u. Vnw»olypcptid mit Faktor VIDrO-Alrtivitat, welches eine Modifilcation in der A3- und/odcr 
CI- imd/oder C2-Domane der leichtoiKette aulV^ist, wdches daduich gekemizeichnet ist. dass die Modifikation die Bindungsaffinitat zu 
Low Density Lipoprotein-itezcptor-Protein (LRP) beeinfhisst, und ein Verfahicn zur Hetsteltung davon ^'"niai zu 
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Bin Faktor VIII-PolvpeDtid mit Fa ktor VIII tC-Aktivitat: 

Die vorliegende Erfindung betrifft modif izierte Faktor VIII 
(FVIII) -Polypeptide mit FVIIIrC-Aktivitat, welche Modif ikationen 
in der A3- und/oder CI- und/oder C2-Domane der Sequenz der 
leichten Kette von Faktor VIII aufweisen, Nukleinsauremolekdle, 
die fdr solche modif izierte FcUctor VIII -Polypeptide codieren, 
Vektoren und Wirtszellen, die die Nukleinsauremolekaie enthalten 
und Zusammensetzungen, die das Faktor-VIII-Polypeptid enthalten, 
zur Behandlung von Blutungsstorungen . 

Die Blutstillung involviert das Zusammenwirken verschiedener 
hamostatischer Reaktionsrouten, die schliefilich zur Thrombus- 
Bildiing fflhren. Thromben sind Ablagerungen von Blutbestandteilen 
an der OberflSche der GefSfiwand und bestehen hauptsachlich aus 
aggregierten BlutplSttchen und unl6slichem; vernetztem Fibrin* 
Die Fibrinbildung f indet durch die beschrankte Proteolyse von 
Fibrinogen durch das Gerinnungsenzym Thrombin statt. Dieses En- 
zym ist das Endprodukt der Gerinntmgskaskade , einer Reihenfolge 
von Zymogenaktivierungen, die an der Oberflache aktivierter 
Blutplattchen und Leukozyten stattfinden, und einer Vielfalt 
vaskularer Zellen (fur einen Uberblick vgl, K.G. Mann et al., 
Blood, 1990, Bd. 76, S. 1-16). 

Eine Schlflsselfxinktion in der Gerinnungskaskade liegt in der 
Aktivierung von Faktor X durch den Komplex aus aktiviertem Fak- 
tor IX (Faktor IXa) und aktiviertem Faktor VIII (Faktor Villa) . 
Eine Defizienz oder eine Dysfxinktion der Bestandteile dieses 
Komplexes ist mit der als Haraophilie bekannten Blutungskrankheit 
verbunden (J.E. Sadler & E.W. Davie: Hemophilia A, Hemophilia B, 
and von Willebrand's diseasp, in G. Stamatoyannopoulos et al. 
(HrsgbJ : The molecular basis of blood diseases. W.B. Saunders 
Co., Philadelphia, 1987, S. 576-602). Hamophilie A bezieht sich 
auf eine Defizienz der Faktor VIII-Aktivitat, wogegen Hamophi- 
lie B sich auf eine Faktor IX-Defizienz bezieht. Die gangige 
Behandlung besteht in der Ersatztherapie unter Verwendung phar- 
mazeutischer Praparationen, die aus dem normalen Gerinnungs fak- 
tor bestehen. Von diesen Gerinnungsstorungen ist Hamophilie A 
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die haufigere, von der etwa einer unter 10.000 MSnner betroffen 
sind. Die Ersatztherapie bei Hambphilie A umfaSt die wiederholte 
Verabreichung von Pr^parationen, die normalen Faktor VIII ent- 
halten, durch intraven6se Infusion. Das Intervall zwischen den 
Infusionen ist durch den Abbau der Faktor VIlI-Aktivitlt im 
Blutkreislauf gegeben. Die Halbwertszeit der Faktor VIII- 
Aktivitat nach der Infusion ist je nach Individuum verschieden . 
und liegt im Bereich von 10 bis 30 Stunden. Somit ist fflr eine 
prophylaktische Therapie alle zwei bis drei Tage eine Infusion 
erforderlich. Dies stellt fflr das Leben voU HSmophilie-Patienten 
eine schwere Belastung dar, insbesondere wenn durch lokale Nar- 
benbildung infolge des haufigen Nadeleinstichs fiir die intra- 
ven6se Infusion der ven6se Zugang schwierig geworden ist. Es 
ware besonders vorteilhaft, wenn die Infusionshauf igkeit durch 
die Verwendxing von Faktor VIII mit einer langeren Halbwertszeit 
verringert werden kSnnte. Die Halbwertszeit von FsJctor VIII kann 
durch Eingreifen in den Mechanismus des Faktor VIII-Abbaus 
(Clearance) veriangert werden, beispielsweise durch Verringerung 
der Affinitat von Faktor VIII fdr Rezeptoren, die bei seiner 
Clearance eine Rolle spielen, entweder direkt, indem man Fak- 
tor VIII an seiner (seinen) Bindungsstelle (n) fiir die betref- 
fenden Clearance -Rezeptoren modifiziert, Oder indirekt, indem 
man Verbindungen verwendet, die in die Wechselwirkung von Faktor 
VIII mit diesen Rezeptoren eingreifen. Die Gestaltung solcher 
Agent ien wurde jedoch bisher dadurch behindert, dafi man den 
Faktor VIII-Clearance-Mechanismus, die in diesem Prozefi invol- 
vierten Zellrezeptoren und die in der Faktor VIII-Rezeptor- 
Wechselwirkung involvierten Molekularstellen nicht kannte. 

Auf molekularer Ebene gibt es hinsichtlich des Faktor VIII- 
Clearahce -Mechanismus begrenzte Kenntnisse. Das Faktor VIII- 
Protein wird als Einzelketten-Polypeptid mit 2332 Aminosauren 
synthetisiert/ mit der typischen Domanen-Struktur A1-A2-B-A3-C1- 
C2 (G.A. Vehar et al.. Nature, Bd. 312, 1984, S. 337-342; J.J. 
Toole et al., Natixre, Bd. 312, 1984, 342-347). Infolge intra- 
zelluiarer endoproteolytischer Verarbeitiing tritt Faktor VIII 
als heterodimerer Komplex aus schwerer und leichter Kette in den 
Blutkreislauf ein. Die leichte Kette umfalSt die Aminosaurereste 
1649-2332 und enthait die A3-Cl-C2-Domanen. Die schwere Kette 
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enth&lt die Dom&nen A1-A2'B (Reste 1-1648) und 1st infolge der 
begrenzten Proteolyse an einer Anzahl von Poeitionen innerhalb 
der B-Domane heterogen. Das Paktor VIII-Heterodimer hat keine 
biologische AktivitSt, wird aber als Cofaktor des Enzyms Paktor 
IXa nach proteolytischer Aktivierung durch Thrombin oder Paktor 
Xa aktiv. Die Proteolyse betrifft sowohl die schwere als auch 
die leichte Kette von Paktor VIII (M.J^S.H- Donath et al., J, 
Biol. Chem., Bd. 270, 1995, S. 3648-3655) und fiihrt zur Abspal- 
tung eines Amino- terminalen Pragments von der leichten Kette, 
und zu einer Spaltung an den Dom^enverbindungsstellen in der 
schweren Kette (zwischen den Dom&nen A1-A2 und A2-B) . Der sdcti- 
vierte Cofaktor wird Paktor Villa genannt und ist ein Heterotri- 
raer, bestehend aus der Al-DomSne, der A2-Domane und der leichten 
Kette, die die Domanen A3-C1-C2 umfafit. 

Bs ist auf diesem Gebiet wohlbekannt, dafi die Halbwertszeit des 
nicht-aktivierten Paktor VIII -Heterodimers stark vom Vorhanden- 
sein des von Willebrand- Paktor s abhSngt, der eine starke Affini- 
tat filr Paktor VIII (aber nicht Paktor Villa) hat und als TrS- 
ger-Protein dient (J. E. Sadler und E. W. Davie: Hemophilia A, 
Hemophilia B and von Willebrand 's disease, in G. 
Stamatoyannopoulos et al. (Hrsgb.): The molecular basis of blood 
diseases* W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1987, S. 576-602). Es 
ist bekannt, daS Patienten mit von Willebrand-Krankheit des Typs 
3, die keinen nachweisbaren von Willebrand- Paktor in ihrem Blut- 
kreislauf aufweisen, auch eine sekund&re Defizienz an Paktor 
VIII aufweisen. Weiters betrftgt die Halbwertszeit von intraven&s 
verabreichtem Paktor VIII bei diesen Patienten 2 bis 4 Sttmden, 
was erheblich kurzer ist als die bei HSraophilie -A- Patienten be- 
obachteten 10 bis 30 Stunden. 

Diese Feststellxingen implizieren, dafi Paktor VIII zu einer ra- 
schen Clearance aus dem Blutkreislauf neigt, und da& dieser 
ProzeS in gewissem AusmaS. durch die Komplex-Bildung mit seinem 
natOrlichen TrSger, von Willebrand- Paktor, inhibiert wird. 
Trotzdem bleibt die Halbwertszeit unerwOnscht kurz. 

KCirzlich wurde in einem vorlSufigen Bericht angedeutet, dafi 
durch Thrombin aktivierter Paktor VIII an Low Density Lipoprote- 
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in-Rezeptor- Protein ("L^R") bindet (A. Yakhyaev et al.. Blood, 
Bd. 90 (Suppl. 1), 1997, 126-1 (Abstract). Dieses Abstract be- 
schreibt die Zellaufnahme und den Abbau von Thrombin- aktiviert en 
Faktor VIII-Fragmenten und berichtet, daS die A2-Domane, jedoch 
nicht die anderen beiden Untereinheiten des Faktor VIIIa-Hetero- 
trimers, mit zellgebundenem LRP in Wechselwirkung tritt. Die 
Autoren schlagen vor, dafi die A2- Domanenbindung an LRP die lose 
Wechselwirkung der A2-Doinane im Fadctor VIIIa-Heterot rimer weiter 
destabilisiert und so die Faktor VIIIa-AktivitSt riach iinten re- 
guliert . 

Man weifi, dafi LRP einer der Rezeptoren ist, die bei der 
Clearance verschiedener Proteine eine Rolle spielen. LRP ist auf 
diesem Gebiet auch als alpha2-Macroglobulin-Re2eptor bekannt, 
und er gehdrt zur Familie der Low Density Lipoprotein (LDL) -Re- 
zeptoren. Er besteht aus zwei nicht -kovalent verbundenen Poly- 
peptid-Ketten: einer alpha-Kette (515 .kDa) \ind einer jS-Kette (85 
kDa) [zwecks Uberblicks vgl. D.K. Strickland et al., FASEB J 
Bd.9, 1995, S. 890-898]. LRP ist ein Multiligand-Rezeptor fflr 
Lipoprotein- \ind- Proteinase-Katabolismus . Die /3-Kette enth&lt 
eine Transmembran-Domane und einen kurzen cytoplasmatischen 
Schwanz, der f\ir die Endocytose essentiell ist. Die alpha-Kette 
fungiert als grofie Ektodoraane und enthalt drei Typen von 
Repeats: epidermale Wachstumsf aktor-artige Domanen, Tyr-Trp-Thr- 
Asp-Sequenzen und LDL-Rezeptor-Klasse A-DomSnen. Diese Klasse-A- 
DomSnen liegen in vier getrennten Cluster vor, den sogenannten 
Cluster I (2 Domanen) , II (8 DomSnen) , III (20 Domanen) und IV 
(11 Domanen) , fur welche gezeigt wurde, dafi sie bei der Ligan- 
den-Bindung eine Rolle spielen. LRP wird in einer Vielzahl von 
Gewebeh exprimiert, insbesondere in Plazenta, Lunge, Gehim und 
Leber. In der Leber ist LRP auf Parenchyrazellen und Kupffer-Zel- 
len vorhanden. Aufierdem wird LRP in einer Vielzahl von Zellty- 
pen, wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Leydig- und 
Sertoli -Zellen und Monozyten exprimiert. Die Dif f erenzierung von 
Monozyten zu Makrophagen ist mit einero drastischen Anstieg in 
der LRP-Expression verbunden. SchlieSlich wird LRP auch in Zell- 
arten wie Af fen-Nierenzellen (COS) oder Chinese Hamster-Ovarien- 
Zellen (CHO) exprimiert (D.J. FitzGerald et al., J. Cell Biol. 
Bd. 129, 1995, S. 1533-1541), die beide haufig f\ir die Expres- 
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sion von SSugerproteinen, einschlieSlich Faktor VIII, verwendet 
werden (R.J. Kaufman et al.. Blood Coag. Fibrinol. Bd. 8 (Suppl. 
2) . 1997, S. 3-14) . 

LRP spielt eine Rolle bei der Clearance einer Vielfalt von Li- 
ganden, einschliefilich Proteasen, Inhibitoren vom Kunitz-Typ, 
Protease-Serpin-Komplexen, Lipasen und Lipoproteinen, was nahe- 
legt, dafi LRP bei verschiedenen physiologischen und pathophysio- 
logischen Clearance -Prozessen eine wesentliche Rolle spielt 
(Narita et al., Blood, Bd. 2, S. 555-560, 1998; Orth et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci., Bd. 89, S. 7422-7426, 1992; Koiinnas et 
al., J. Biol. Chem., Bd. 271, S. 6523-6529, 1996). Seine physio- 
logische Bedeutung geht insbesondere aus der Feststellung her- 
vor, daS LRP -Knock- out -MSuse das embryonale Stadium nicht uber- 
leben (Herz, J. Curr. Opin. Lipidol. Bd. 4, 1993, S. 107-113). 
Die Sekretion von LRP kann dadurch erachwert werden, daS es mit 
vielfachen Liganden in Wechaelwirkung tritt. Innerhalb der Zelle 
iat LRP jedoch mit seinem Chaperone- Protein, dem Rezeptor-asso- 
ziierten Protein (RAP) , assoziiert, Wenn es an RAP gebunden ist, 
kann das LRP mit keinem seiner bekannten Liganden in Wechsel- 
wirkung treten (Herz et al., J. Biol. Chem., Bd. 266, S. 21232- 
21238, 1991). 

Die Wechselwirk\uig von LRP rait seinen naturlichen Liganden kann 
durch Idsliche LRP-Fragmente wirksam blockiert werden. Diese 
k6nnen mittels vielerlei, auf diesem Gebiet bekannten Methoden 
erhalten werden, einschlieSlich rekbmbinanter Techniken, und 
sehen als solche einen Zugang zu wirksamen LRP-Antagonisten vor 
(I.R. Horn, J. Biol. Chem., Bd. 272, 1997. S. 13608-13613; B. 
Vash et al.. Blood, Bd. 92, 1998, S. 3277-3285). 

Angesichts der typischen Rolle von LRP bei der Clearance von 
Proteasen, Inhibitoren und Protease-Inhibitor-Komplexen, ist 
festzustellen, daS LRP auch den aktivierten, nicht-enzymatischen 
Cofaktor Paktor Villa bindet (A. Yakhyaev et al., Blood Bd. 90 
(Suppl. 1), 1997, 126-1 (Abstract)). WShrend diese Off enbarung 
eine Rolle von LRP bei der Faktor VIIIa-Regulierung andeutet, 
fehlt ihr doch jeglicher Hinweis auf eine Rolle bei der LRP-Re- 
gulierung von nicht -aktiviertem, heterodimerem Faktor VIII, ob- 
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wohl dies fiir die Clearance von Faktor VIII aus dem Blutkreis- 
lauf - und somit fiir die Halbwertszeit von Paktor VIII - poten- 
tiell von Interesse w^re. 

Im Stand der Technik wurden mehrere Versuche ixntemoimnen, die 
pharmakokinetischen Profile von Faktor VIII zu verbessern, ein- 
schlieSlich Modif ikationen in verschiedenen Regionen der FVIII- 
Polypeptide: 

Die WO 87/07144 beschreibt verschiedene Modif ikationen an pro- 
teolytischen Schnittstellen, die Arginin- und Lysin-Reste um- 
fassen, urn die LabilitSt der Molekule fur eine spezifische Pro- 
tease -katalysierte Spaltung, beispielsweise die Faktor Xa- 
Schnittstelle zwischen Arg 1721 und Ala 1722, zu reduzieren. 

Die WO 95/18827, WO 95/18828 und WO 95/18829 beschreiben Faktor 
VIII-Derivate mit Modif ikationen im A2-Bereich der schweren 
Kette . 

Die WO 97/03193 offenbart Faktor VIII-Polypeptid-Analoga, bei 
welchen die Modif ikationen die Anderung der Metal Ibindungs- 
eigenschaf ten des Molekfils umfassen. 

In der WO 97/03195 sind Faktor VIIlrC-Polypeptid-Analoga be- 
schrieben, bei welchen Modif ikationen an einem oder mehreren 
AminoscLureresten, die an einen Arg-Rest angrenzen, vorgesehen 
sind. 

Die EP-0 808 901 beschreibt die Konstruktion von Paktor VIII- 
Varianten mit mindestens einer Mutation in mindestens einer 
immundomincoiten Region von Faktor VIII und die Verwendung dieser 
Faktor Vlll-Variante zur Behandlung von Pat lent en rait Faktor 
Vlll-Inhibitoren. Diese Modif ikationen fiihren nicht zu einer 
verl&ngerten Halbwertszeit oder erh&hten Stabilitat der Faktor 
VI II- Variant e, und zwar weder in vivo noch in vitro. 

Im Hinblick auf den Stand der Technik offenbart keines der Doku- 
mente irgendeinen Hinweis darauf , daS eine Modif ikation in der 
leichten Kette des Faktor VIII zu einer modif izierten Bindungs- 
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affinittt gegenOber einem Zellrezeptor fflhrt und infolgedessen 
2U einer verringerten Clearance des Faktor Vlll-Proteins und zu 
einer verlangerten Halbwertszeit und erhdhten Stabilitat des 
Faktor VIII. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Faktor 
Vlll-Polypeptid mit Faktor VIII:C-Aktivitat mit erhohter Halb- 
wertszeit und/oder erhfihter StabilitSt des Faktor VIII -Proteins 
in vivo und/oder in vitro vorzusehen. 

GemaS dieser Aufgabe sieht die vorliegende Erf indung ein Faktor 
Vlll-Polypeptid mit einer Modifikation in der leichten Kette des 
Molekills vor, die die Bindungsaf f initSt zu LRP beeinflufit, 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung bef indet 
sich die Modifikation in der A3-Doinane, zwischen AS 1690 und 
2032, in der Cl-Dom&ne, zwischen AS 2033 uzid 2172 und/oder in 
der C2-Dom3iie der leichten Kette, zwischen AS 2173 und 2332 
(alle Aminos§urenumerier\mgen, die in der vorliegenden Anmeldung 
in bezug auf die Faktor Vlll-Sequenz vorgeriommen werden, bezie- 
hen sich auf die Numerierung von Vehar et al. (Nature, Bd. 312, 
1984, S. 337-342), die hiemit durch Hinweis mit einbezogen ist. 

Insbesondere bef indet sich die Modifikation in der A3-Dom&ie 
zwischen AS 1711 (Met) und 1725 (Gly) , AS 1743 (Phe) und 1749 

(Arg) , AS 1888 (Ser) und 1919 (His) , AS 1942 (Trp) und 1947 

(Met) und/oder AS 1959 (Ser) und 1974 (Ala) . 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
bef indet sich die Modifikation in der Cl-Domane zwischen AS 2037 
(lie) und 2062 (Trp), AS 2108 (Asp) und 2118 (Asn) und/oder AS 
2154 (Thr) und 2158 (lie) . Noch bevorzugter bef indet sich die 
Modifikation zwischen AS 2112 (Trp) und 2115 (Tyr) . 

Vorzugsweise bef indet sich die Modifikation zwischen AS 2209 
(Arg) und 2234 (Phe) und/oder AS 2269 (His) und 2281 (Lys) der 
C2-Dom&ne. 

Mehr bevorzugt befindet sich die Modifikation zwischen AS 2211 
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(His) und 2230 (Leu) . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung stellte es sich heraus, dafi 
die Inhibierung von LRP durch seinen Antagonisten, RAP, zur 
Akkumulation der leichten Kette von Faktor VIII im Medium fiihrt. 
Dies beweist, dafi die zelluiare Aufnahme des Faktor VIII-Hetero- 
dimers einen LRP-abh&ngigen Mechanismus einschliefit. 

Oberraschenderweise zeigte es sich, daS eine Modifikation in der 
leichten Kette des Faktor Vlll-Polypeptids zu einem Shnlichen 
Effekt f^hrt, das heifit, einer erhShten Halbwertszeit und Stabi- 
litat des Faktor Vlll-Proteins . Aufgrund der Modifikation im 
Faktor VIII-Molekul nimmt die Bindungsaf f initat zu LRP ab, und 
die rasche Clearance des Proteins wird inhibiert. Diese Fest- 
stellung eroffnet neue M5glichkeiten fur eine verbesserte Be- 
handlung von Gerinnungsstdrungeii, was bei der Herstellung der 
Faktor Vlll-Zusammensetzungen n&tig sein kdnnte. , 

Aufgrund der Modifikation im Faktor Vlll-Polypeptid kann die Zu- 
nahme der in vivo- und in vi tro-Halbwertszeit des Faktor VIII- 
Molekuls gemSfi der vorliegenden Erfindung mindestens 10%, vor- 
zugsweise 25%, mehr bevorzugt 50%, mehr bevorzugt 90%, im Ver- 
gleich zum Wildtyp- Faktor Vlll-Protein betragen. 

Diese Faktor VIII -Polypeptide oder Faktor Vlll-Varianten gemSS 
der vorliegenden Erfindung uben ihre gdnstige Wirkiuig aus, veil 
sie interaktive Regionen (Exo-Stellen, "Exosites") darstellen, 
die sich auf den Untereinheiten des Faktor VIII-Heterodimers, 
insbesondere auf der leichten Kette des Faktors VIII (Domanen 
A3-C1-C2) befinden. Der Ausdruck "Exo-Stelle" wird hierin im 
weiten Sinn verwendet und bezieht sich auf relativ hydrophile 
Telle des Proteins, die vomehmlich zur Oberflache des Faktor 
VIII-Molekills hin gerichtet sind (Kyte und Doolittle, J, Mol- 
Biol., Bd. 157, S. 105-132, 1982). 

Obwohl dieses Verfahren gemas Kyte und Doolittle mit Prinzipien 
arbeitet, die bereits auf diesem Gebiet anerkannt sind und auf 
der Faktor Vlll-Sequenz basiert, wie sie zuvor ver6f fentlicht 
wurde, wurde diesen hydrophilen Exo-Stellen bisher praktisch 
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keine Aufmerkaamkelt gewldmet. 

Beispielsweise inkludiert die Exo-Stelle bei AS Ser 1784 bis Asp 
1831 die Bindungsregion von Faktor IX, die bereits in der Lite- 
ratur beschrieben wurde (AS 1801 bis 1823, P*J. Lenting et al,, 
J. Biol. Chem., Bd. 271, S. 1935-1940). Dies ist ein klarer Hin- 
weis auf die Relevanz der Hydropathic -Plots, die fur die Identi- 
fizierung der Exo-Stellen verwendet werden. Der Ausdruck ''Bin- 
dungsstelle" bezieht sich hierin auf ein typisches Sequenzmuster 
von AminosSuren, einschlieSlich naturlicher und synthetischer 
Analoga derselben, die die minimalen Erfordemisse fur die Bin- 
diHig von nicht-aktiviertem Faktor VIII an LRP aufweisen. 

In einer ersten Gruppe besonders bevorzugter Ausfuhrungsformen 
der Erf indung weist das Polypeptid eine Modif ikation in einer 
Oder mehreren der Exo-Stellen innerhalb der Sequenz des Faktor 
Vlll-Polypeptids auf, vorzugsweise der leiehten Kette des Fak- 
tors VIII, und mehr bevorzugt der Faktor VIII-C2-Doraane. Weiters 
stammen diese Polypeptide vorzugsweise aus der Sequenz von huraa- 
nem Faktor VIII,. obwohl die Erf indung Bindungsstellen, die auf 
Exo-Stellen von Faktor VIII jeder beliebigen Sauger-Spezies ba- 
sieren, umfaSt. 

Die Modif ikation kann beispielsweise durch gerichtete in vitro- 
Mutagenese oder PGR oder ctndere Methoden der Gentechnik, die zum 
Stand der Technik geh&ren, die far die spezifische Veranderung 
einer DNA-Sequenz filr gerichteten Austausch von Aminos&uren ge- 
eignet sind, durchgeffihrt werden (Current Protocols in Molecular 
Biology, Bd. 1, Kap. 8 (Ausubel et al., Hrsgb., J. Wiley and 
Sons, 1989 & Supp. 1990-93); Protein Engineering (Oxender & Fox 
Hrsgb., A. Liss, Inc. 1987)). Diese Modif ikation kann eine Muta- 
tion, Deletion oder Insertion im Bereich der leichten Kette des 
Faktors VIII sein. 

Die vorliegende Erf indung sieht weiters die Nukleinsaure vor, 
die far jedes der modif izierten Faktor Vlll-Proteine, die von 
der vorliegenden Erfindxing umfaEt sind, codiert. Die NukleinsSu- 
re kann DNA oder RNA sein. Die Nukleinsaure ist in einem Expres- 
sionsvektor enthalten, der die geeigneten Elemente fur die Ex- 
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pression dieser DNA oder RNA vorsieht. Der Eaqpressionsvektor 
kann beispielsweise in der Transkriptionsrichtung eine trans- 
kriptionale Regulierungsregion und eine translationale Initiie- 
rungsregion aufweisen, die in einer Wirtszelle funktionell sind, 
eine f\ir das FVIIl-Polynucleotid der vorliegenden Erfindung co- 
dierende DNA-Sequenz und translationale und transkriptionale 
Terminationsregionen, die in dieser Wirtszelle ftinktionell sind, 
wobei die Expression dieser Nukleinsequenz durch die Initiie- 
rungs- und Terminations-Regionen reguliert wird. Der Expressi- 
pnsvektor kann auch Elemente fiir die Replikation dieser DNA oder 
RNA enthalten. Der Expressionsvektor kann ein DNA- oder ein RNA- 
Vektor sein. Beispiele filr DNA- Expressions -Vektoren sind pBPV, 
pSVL, pRc/CMV, pRc/RSV, myogene Vektorsysteme (WO 93/09236) oder 
Vektoren, die aus Virussystetnen stammen, beispielsweise von 
Vaccinia-Virus, Adenoviren, Adeno-assoziiertem Viirus, Herpesvi- 
ren, Retroviren oder Baculoviren. Beispiele fdr RNA-Expressions- 
Vektoren sind Vektoren, die von RNA-Viren stannnen, wie Retrovi- 
ren Oder Flaviviren. 

F\ir einige spezifische Anwendungen in der Gentherapie, d.h., 
wenn die NukleinsSure an sich in ein Organ eines SSugers inji- 
ziert wird, kann die Nukleinsaure, DNA sowie RNA, chemisch modi- 
fiziert sein. Die chemischen Modif ikationen konnen Modifikatio- 
nen sein, die die NukleinsSure vor Nuklease-Verdau schdtzen, 
beispielsweise durch Stabilisieren des Gerflsts oder der Termini. 

Der Expressionsvektor, der die NukleinsSure enthSlt, die filr das 
modif izierte Faktor Vlll-Polypeptid geraSS der vorliegenden Er- 
findung codiert, kann zur Transformation von Wirtszellen verwen- 
det werden, welche dann dieses Polypeptid erzeugen. Die trans- 
formierten Wirtszellen kdnnen in einem Zellkultursystem geziich- 
tet werden, um dieses Polypeptid in vitro zu erzeugen. Die 
Wirtszellen konnen das modif izierte Faktor VIII -Polypeptid in 
das Zellkulturmedium abscheiden, aus welchem es aufgereinigt 
werden kann. Die Wirtszellen kdnnen das modif izierte Faktor 
yill -Polypeptid auch im Inneren ihrer Zellwande behalten, und 
das Hybrid- Protein kann aus den Wirtszellen hergestellt werden. 

Die Wirtszellen kdnnen Zellen sein, die aus dem Korper eines 
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saugers stammen, beispielsweise Pibroblasten, Keratinozyten, 
hematopoietische Zellen, Hepatozyten oder Myoblasten, die in 
vitro mit einem Expressionsvektorsystem trans formiert werden, 
das eine NukleinsSure gemSS der vorliegenden Erfindiing tragt, 
iind in den SSuger re-implaaitiert werden. Das durch diese Nukle- 
insaure codierte Faktor Vlll-Polypeptid wird durch diese Zellen 
in vivo synthetisiert, und sie werden eine gewtlnschte biologi- 
sche Aktivitat im SSuger zeigen. Gemafi einer spezifischen Aus-* 
fuhntngsform ist der Sftuger ein menschlicher Patient, der an 
Hamophilie leidet. 

Die fCir das modif izierte Faktor Vlll-Polypeptid gemas der vor- 
liegenden Erf indung codierende Nukleinsaure kann auch verwendet 
werden, um transgene Tiere zu schaffen, die diese modif izierten 
Faktor Vlll-Polypeptid-Proteine in vivo exprimieren. Bei einer 
AusfOhrungsform dieser spezifischen Anwendung k5nnen die trans - 
genen Tiere das Faktor Vlll-Polypeptid in endogenen Drilsen, bei- 
spielsweise in Brustdrflsen, erzeugen, aus welchen diese Proteine 
abgeschieden werden. Im Falle von Brustdrixsen k6nnen diese. Fak- 
tor VIII -Proteine in die Milch der Tiere abgeschieden werden, 
aus welcher diese Proteine hergestellt werden konnen. Die Tiere 
kdnnen MSuse, Kinder, Schweine, Ziegen, Schafe, Kaninchen oder 
irgendein anderes wirtschaf tlich nfltzliches Tier sein. 

Der Expressionsvektor, der die NukleinsAure enthSlt, die fUr je- 
des Faktor Vlll-Polypeptid codiert, das von der vorliegenden Br- 
f indung umfafit ist, kann welters an einen sauger verabreicht 
werden, ohne vorherige in vitro-Transformation in Wirtszellen. 
Der praktische Hintergrund fUr diese Art von Gentherapie ist in 
tnehreren Patentcuimeldungen geoffenbart, beispielsweise in der WO 
90/11092. Der diese NukleinsSure enthaltende Expressionsvektor 
wird mit einem geeigneten TrSger, beispielsweise einer physiolo- 
gischen Puf ferlosung, gemischt und in ein Organ, vorzugsweise 
einen Skelettmuskel, die Haut oder die Leber eines saugers, in- 
jiziert. Der sauger ist vorzugsweise ein Mensch und mehr bevor- 
zugt ein Mensch, der an einem genetischen Defekt leidet, am 
meisten bevorzugt leidet der Mensch an einer Blutgerinnungssto- 
rung. Bei einer besonderen Aus fxihrungs form ist der sauger ein 
menschlicher Patient, der an Hamophilie leidet, und die Nuklein- 
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sSure, die im Expressionsvektor enthalten ist, codiert fClr das 
modif izierte FcUctor Vlll-Polypeptid, wie beschrieben. 

Es ist vorteilhaft, daS das modif izierte Faktor VIII -Protein ge- 
mas der vorliegenden Erfindung eine Faktor Vlll-Prokoagulans- 
Aktivit&t aufweist von mindestens 50%, mehr bevorzugt mindestens 
80%, insbesondere mindestens 100%, der FaJctor Vlll-Prokoagulans- 
Aktivitat eines Faktor Vlll-Proteins ohne die Modifikation, die 
zur verringerten Bindungsaf finitcLt gegentlber LRP fiihrt, bei- 
spielsweise von einer im Handel erhSltlichen Faktor VIII -Prepa- 
ration, die auf rekombinantem oder plasmatischem Faktor VIII :C 
. basiert * 

Die Evaluiening der Faktor VIII-Prokoagulans-Aktivitat kann mit- 
tels jedes geeigneten Tests durchgeffihrt werden, insbesondere 
mittels jener Tests, die bei der Untersuchung von Faktor VIII- 
Proben routinem^ig durchgefOhrt werden, wie des einstufigen 6e- 
rinnungstests , wie beispielsweise in Mikaelsson iind Oswaldson, 
Scand. J. Haematol. Suppl. 33, S- 79-86, 1984, beschrieben, oder 
eines chromogenen Tests, wie Faktor VIII IMMUNOCHROM (Immimo) . 

Die Faktor VlII-Aktivitat kann auch durch Messung der FShigkeit 
von Faktor VIII, als Cofaktor f^r Faktor IXa bei der Umwandliing 
von Faktor X zu Faktor Xa zu wirken, bestimmt werden, wobei ein 
chromogenes Subs t rat fflr Faktor Xa verwendet wird (Coatest Fac- 
tor VIII, Chomogenix, Moelndal, Schweden) • Zus&tzlich konnen 
andere Tests, die dazu dienen, die Menge der Faktor VIII- Aktivi- 
tat in einer Probe zu bestimmen, verwendet werden, urn die Fadctor 
VIII-Aktivitat der modif izierten Proteine, die in der vorliegen- 
den Erfindung beschrieben sind, zu testen. 

Der tatsSchliche Test, ob irgendein neu modif iziertes Faktor 
VIII -Protein einen bestimmten Prozentsatz an Faktor Vlll-Prokoa- 
gulans-Aktivitat aufweist, wird vorzugsweise parallel mit einem 
Test auf dasselbe Faktor VIII-Molekai ohne die Modifikation in 
der LRP-Bindungs-DomSne (z.B. Faktor Vlll-Wildtyp oder ein voll 
aktiver Faktor VIII mit deletierter B-Dom§ne) durchgef uhrt . Bei 
einem solchen geeichten Test des mutierten Faktor VIII-Molekuls 
kann die relative Prokoagulans-AktivitcLt (der Prozentsatz der 
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Aktivitat im Vergleich zu 100% Aktivitat des Wildtyps oder des 
Faktors VIII mit B-DomSnen-Deletion) ohne das Risiko eines auf 
Millieu-Faktoren zuriickzufiihrenden Fehlers untersucht werden* Da 
bei in vitro- Tests auf Faktor VIII -Prokoagulans- Aktivitat die 
Ergebnisse oft durch Fehler, die auf deren artifizielle Natur 
zurackzufflhren sind, beeinfluSt sind, werden beide Eigenschaften 
vorzugweiae auch durch in vivo- Oder ex vivo-Tests untersucht, 
urn hinsichtlich der AktivitStswerte veriaiSlichere Ergebnisse zu 
erhalten . 

Wie bei den in vitro-Tests, ist auch ein Parallel-Testen des 
Faktor VIII-Molekuls ohne die Modifikation bevorzugt, wenn man 
in vivo-Tests durchfQhrt. Geeignete Tiermodelle zur Evaluierung 
der Faktor VIII:C-Aktivitat sind in der WO 95/01570 und der 
EP 0 747 060 beschrieben. 

Die Pr&paration gemas der vorliegenden Erf indung kann als phar- 
mazeutische Preparation mit modif iziertem Faktor Vlll-Polypeptid 
gemas der vorliegenden Erfindung als Einzelkomponenten-PrSpara- 
tion Oder in Kombination mit anderen Komponenten, als Mehrfach- 
komponenten-System vorgesehen sein. Bei einer speziellen AusfCih- 
rungsform konnen die Faktor Vlll-Proteine oder die modif izierten 
Faktor VIII-Molekaie gemSfi der Erfindung mit einem oder mehreren 
Polypeptiden kombiniert sein, die die Bindung und Intemalisie- 
rung von Faktor VIII durch Low Density Lipoprotein-Rezeptor-ver- 
wandtes Protein (LRP) selektiv inhibieren, wobei das Polypeptid 
RAP ist. 

GemaS einem anderen Ziel sieht die vorliegende Erfindung eine 
Zusammensetzung vor, die ein Faktor VIII-Molekul und ein oder 
mehrere Polypeptide aufweist, die in die Wechselwirkung zwischen 
Fetktor VIII tind LRP antagonistisch eingreifen und daher die Bin- 
dung und Intemalisierung von Faktor VIII durch Low Density 
Lipoprotein-Rezeptor-verwcUxdtes Protein (LRP) selektiv inhibie- 
ren. Vorzugsweise ist dieses Polypeptid RAP oder ein Idsliches 
LRP-Fragment mit einer cuxt agonist ischen Wirkung. Vorzugsweise 
bindet das losliche LRP-Fragment an den FVIII in der FVIII-LRP- 
Bindungsregion . 
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Diese Praparationen kdzinen als aktive Komponente der pharmazeu- 
tlschen Zusammensetzungen zur Behandlung von Patienten, die an 
genetischen St6ningen, vorzugsweise an Gerinnungsst6ningen, und 
am meisten bevorzugt an H&mophilie, beispielsweise an HSmophilie 
A, leiden, verwendet werden. Diese Verbindungen k6nnen weiters 
als aktive Komponente von pharmazeutischen Zusammensetzungen zur 
Behooidlung von Patienten, die an voriibergehenden Stdrungen ihrer 
thrombotischen oder £ibrinolyti8chen Systeme leiden, beispiels- 
weise vor, w&hrend oder nach einer Operation, verwendet werden. 

6em&& der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzting zur Verabreichung an SSuger, vorzugsweise Menschen, 
bestimmt. Bei der Herstellung des pharmazeutischen Produkts, 
werden die Verbindungen der vorliegenden Erfindung, das modifi- 
zierte FaJctor Vlll-Polypeptid, die NukleinsSuren, die fir dieses 
codieren oder die transformierten Zellen, die es in vivo expri- 
mieren kdnnen, mit physiologisch akzeptablen TreLgem gemischt. 

Die in der vorliegenden Erfindung geof f enbarten Zusammensetzun- 
gen k6nnen zur Verabreichxang auf jedem geeigneten Weg formuliert 
sein, und die Erfindung umfaSt auch pharmazeutische Zusammen- 
setzungen, die eine therapeutisch wirksame Menge an Faktor VIII 
enthalten. Solche Zusammensetzxingen kdnnen auf herkdmmliche Wei- 
se unter Verwendung eines oder mehrerer pharmazeutisch akzeptab- 
ler Trager oder Exzipienten formuliert werden. Geeignete TrAger 
umfassen Verdfinnungsmittel oder Fflllstoffe, sterile wasGferige 
Medien und verschiedene nicht-toxische orgsuiische L6sungsmittel, 
sind jedoch nicht auf diese beschrinkt. Die Zusammensetzungen 
kdnnen in Form von Pulvem, wasserigen Suspensionen oder Ldsun- 
gen, injizierbaren L6sungen u. dgl. formuliert werden. Geeignete 
Dosierungsformen kdnnen vom Fachmann leicht identif iziert wer- 
den. 

Das Verfahren gem^ der vorliegenden Erfindung zur Behandlung 
von Gerinnungsstorungen sollte unter Verwendung eines Dosie- 
rungsschemas durchgefuhrt werden, welches eine maximale thera- 
peutische Reaktion garantiert, bis eine Besserung erreicht ist, 
und danach der wirksamen Mindestmenge, die einen geeigneten 
Schutz gegen Blutung bietet. Die Dosierung fur die intravenose 
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Verabreichxing kann zwischen etwa 10 und 300 IE/kg k6rpergewicht 
variieren, vorzugsweise zwischen etwa 10 und 100 IE/kg Kdrperge- 
wicht, und mehr bevorzugt zwischen 20 und 40 IE/kg K6rperge- 
wicht. Die geeignete Dosierung kann auch von der allgeraeinen Ge- 
sundheit des Patienten, dem Alter und anderen Faktoren abhSngig 
sein, die die Reaktion auf das Arzneimittel beeinflussen konnen. 
Das Arzneimittel ksum durch kontinuierliche Infusion oder in re- 
gelmaSigen Intervallen verabreicht werden, urn die therapeutische 
Wlrkung auf dem gewunschten Niveau zu halten. 

Ein cinderer Aspekt der Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Her- 
stellung von modif izierten Faktor VIII-Molekiilen gemas der Er- 
f indung, die eine Modif ikation in der leichten Kette aufweisen. 
Die fur das modifizierte Faktor VIII-Molekul codierende Sequenz 
wird in ein geeignetes Expressionssystem inseriert, beispiels- 
weise einen Es^ressionsvektor, und geeignete Zellen werden.mit 
der rekombinanten DNA transf iziert • Vorzugsweise werden perma- 
nente Zellinien etabliert, die den modif izierten Faktor VIII 
exprimieren. Die Zellen werden unter f\lr die Genexpression op- 
timalen Bedingungen gezfichtet, und modif izierter Faktor VIII 
wird entweder aus einem Zellkulturextrakt oder aus dem Zellkul- 
turuberstand isoliert. Das rekombinante Molekxil kann mittels 
aller bekannter chromatographischer Methoden weiter gereinigt 
werden, wie Anionen- oder Kationenaustausch-, AffinitSts- oder 
Immunoaff init&tschromatographie oder einer Kombination davon. 

Der modifizierte Faktor VIII wird vorzugsweise durch rekombinan- 
te Expression erzeugt. Sie kdnnen auf gentechnischem Weg mit 
jeglichen iiblichen Expressionssystemen hergestellt werden, wie 
beispielsweise permanenten Zellinien oder viralen Expressions- 
systemen. Permanente Zellinien werden hergestellt durch stabile 
Integration der Fremd-DNA in das Wirtszellen-Genom von bei- 
spielsweise Vero-, MRC5-, CHO-, BHK-, 293-, Sk-Hepl-, insbeson- 
dere Leber- und Nlerenzellen, Fibroblasten, Keratinozyten oder 
Myoblasten, Hepatozyten oder Stammzellen, beispielsweise hemato- 
poietischen Stammzellen, oder durch einen episomalen Vektor, der 
beispielsweise vom Papilloma-Viirus stammt. Virus -Express ionssy- 
steme, wie beispielsweise das Vaccinia -Virus-, Baculovirus- oder 
Retrovirus-System kdnnen ebenfalls verwendet werden. Als Zell- 
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linien werden im allgemeinen Vero-, MRC5- BHK-, 293-, Sk- 

Hepl-, Drusen-, Leber- und Nierenzellen verwendet, Als eukary- 
pntische Expressionssysterae konnen Hefe-, endogene Drusen- (z.B. 
Drusen transgener Tiere) und auch andere Arten von Zellen ver- 
wendet werden. Natiirlich k6nnen auch transgene Tiere far die Ex- 
pression der erfindungsgemSfien Polypeptide oder Derivate davon 
verwendet werden « Fiir die Expression von rekotnbinanten Proteinen 
erwiesen sich CHO-DHFR-Zellen als besonders geeignet (Urlaub et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, Bd. 11, S. 4216-4220, 1980), 

Fiir die rekombinante Herstellung von modif iziertetn Paktor VIII 
gemaS der vorliegenden Erfindung k6nnen auch prokaryontische Ex- 
pressionssysteme verwendet werden. Systeme, die eine Expression 
in E. coli oder B. subtilis ermoglichen, sind besonders geeig- 
net. 

Das Faktor Vlll-Polypeptid gemSS der vorliegenden Erfindung wird 
in den jeweiligen Expressionssystemen unter der Kontrolle eines 
geeigneten Promotors exprimiert. FClr die Expression in Eukaryon- 
ten sind alle bekannten Protnotoren geeignet, wie SV40, CMV, RSV, 
HSV, EBV, /?-Actin, hGH oder induzierbare Promotoren, wie bei- 
spielsweise hsp oder Metallothionein-Protnotor • 

GemSfi der vorliegenden Erfindung kann eine Faktor VIII-cDNA der 
gesamten LSnge sowie jegliche Derivate davon, die Faktor VIII :C- 
Aktivitat aufweisen (beispielsweise B-Domanen-deletierte Faktor 
VI I I -Mutant en, FVI I I -Mutant en, mit teilweise deletierten B-Doma- 
nen) als Ausgangsmaterial ffir die Konstruktion des modif izierten 
Faktor Vlll-Polypeptids verwendet werden. Es kann von jeder SSu- 
ger-Spezies abstammen, vorzugsweise von Human-, Schweine- oder 
Rinder-Quellen . 

Die Erfindung ist in den nachfolgend beschriebenen Beispielen 
veranschaulicht . Obgleich beispielhaft fiir die vorliegende Er- 
findiing in bezug auf die Identif izierung, Herstellung und Ver- 
wendimg verbesserter Zusammensetzungen mit verringerter Bindung 
der leichten Kette von Faktor VIII an LRP, soli die Erfindung so 
ausgelegt werden, dalS sie auch auf die LRP -Bindung der schweren 
Kette von Faktor VIII anwendbar ist. Variationen innerhalb des 
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Blickfeldes des Fachmannes sollen.als in den Bereich der vorlie- 
genden Erfindung fallend angesehen werden. Soferne nicht anders 
definiert, haben alle hierin verwendeten technischen und wissen- 
schaftlichen Ausdracke dieselbe Bedeutung, wie sie allgemein vom 
Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet, zu dem diese Erfindung ge- 
h6rt, verstanden werden. Obwohl alle Methoden und Materialien, 
die den hierin beschriebenen ahnlich sind oder Squivalent zu 
diesen sind, in der Praxis oder zum Testen der vorliegenden Er- 
findung verwendet werden k6nnen, werden die bevorzugten Methoden 
und Materialien nun beschrieben. 

Die folgenden Beispiele und die Figuren veranschaulichen die 
vorliegende Erfindung, sie begrenzen jedoch in keiner Weise den 
Umfang der Erfindung. 

Fig, 1 zeigt die Wechselwirkxang zwischen Faktor VIII (Tafel A) , 
Thrombin-aktiviertem Faktor VIII (Faktor Villa, Tafel B) , der 
schweren Kette von Faktor VIII (Tafel C) oder der leichten Kette 
von Faktor VIII (Tafel D) und immobilisiertem LRP unter Verwen- 
dung von Oberflachen-Plasmon-Resonanz -Analyse. Details sind in 
Beispiel I vorgesehen. Bin Vergleich der Tafeln A bis D zeigt, 
dafi Faktor VIII, Thrombin-aktivierter Faktor VIII und die leich- 
te Kette von Faktor VIII, jedoch nicht die schwere Kette von 
Faktor VIII, effizient mit LRP in Wechselwirkung treten. 

Fig. 2 zeigt, daS die leichte Kette von Faktor VIII auf rever- 
sible und Dosis-abhangige Weise an innnobilisiertes LRP bindet. 
Die kinetischen Parameter dieser Wechselwirkung sind in Tabelle 
II zusammengefafit, die in Beispiel II dargelegt ist. Die Bindung 
wurde, wie in Beispiel II beschrieben, beurteilt, 

Fig^ 3 zeigt die Wirkxing des LRP-Antagonisten RAP auf die Kon- 
zentration der leichten Kette von Faktor VIII in einem Medium 
von die leichte Kette von Faktor VIII exprimierenden Zellen. Die 
Versuche wurden durchgef uhrt , wie in Beispiel III beschrieben. 
In Abwesenheit von RAP (offene Symbole) ist der Anstieg der 
leichten Kette von Faktor VIII im Medium geringer als in seiner 
Gegenwart (geschlossene Symbole) . 
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Pig. 4 zeigt die Wirkung des LRP-Antagonisten RAP auf die Kon- 
zentration des intakten Faktor VIii-Heterodimers im Medium der 
Faktor Vlll-^exprimierenden Zellen. Die Details des Versuchs sind 
in Beispiel IV beschrieben. In Abwesenheit von RAP {offene Sym- 
bole) ist der Anstieg der Faktor VIII-Aktivitat geringer als in 
seiner Anwesenheit (geschlossene Symboie) . 

Fig. 5A umd B zeigen Hydropathie- Plots der Domanen A3, CI und C2 
der leichten Kette yon Faktor VIII. Der Plot wurde wie in Bei- 
spiel VI beschrieben erstellt. Der Plot zeigt das Vorhandensein 
verschiedener einzelner Regionen mit niedrigen Hydropathie -Wer- 
ten, welche das hydrophile Wesen potentiell exponierter Exo- 
Stellen zeigen. Diese sind als A bis K (Pig. 5 A) und I bis IV 
(Fig. 5B) gezeigt. 

Fig. 6 zeigt die Wechselwirkung der C2-Domane von Faktor VIII 
mit immobilisiertem LRP in Anwesenheit des *C2-Domanen-gerichte- 
ten Antikorpers ESH-8. Die Bindung vmrde unter Verwendung von 
Oberf lachen-Plasmon-Resonanz, wie in Beispiel VII beschrieben^ 
analysiert. In Abwesenheit der C2-Domane zeigt ESH-8 keine sig- 
nifikante Bindung an immobilisiertes LRP. In Anwesenheit der C2- 
Domane wird jedoch eine Dosis-abhSngige Zunahme der Bindung an 
LRP beobachtet. Dies zeigt, dafi die C2-Domane von Faktor VIII an 
LRP bindet- 

Fig. 7 zeigt die Bindung der Faktor VIII-C2-Domane an LRP in 
Gegenwart von ESH4. 

Fig. 8 zeigt den Effekt von RAP auf die Expression von Faktor 
VIII-A3-C1 in CHO-Kl-Zellen. 

Belsplele 

Beispiel I: Die lelchte Kette von Faktor VIII hat eine LRP -Bin- 
dungsstelle 

Die Bindung von Faktor VIII und Untereinheiten desselben an Low 
Density Lipoprotein-Rezeptor-verwandtes Protein (LRP) wurde un- 
ter Verwendung gereinigter Komponenten untersucht. LRP, Faktor 
VIII, die leichte Kette von Faktor VIII, die schwere Kette von 
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Faktor VIII, Thrombin-aktivierter Faktor VIII wurden unter Ver- 
wendung von bereits etablierten Verfahren erhalten (Moestrup 
S,K. et al., J, Biol. Chem,, Bd. 266, 1991, S. 14011-14017; 
Lenting P.J. et al., J. Biol. Chem. , Bd. 269, 1994, S. 7150- 
7155; bzw. Curtis J.E. et al., J. Biol. Chem. , Bd. 269, 1994, s. 
6246-6250) • ' ' 

Die Wechselwirkung mit LRP wurde iinter Verwendting der OberflS- 
chen-Plasraon-Resonanz (SPR) -Analyse auf einem BIAcore™2000- 
Biosensor- System (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Schweden) 
untersucht. LRP wurde in einer Konzentration von 8,3 fmol/mm^ 
auf einem CM5- Sensor -Chip immobilisiert , wobei das Amin-Kopp- 
lungsset gemas den Instroiktionen der Hersteller (Pharmacia 
Biosensor, Uppsala, Schweden) verwendet wurde. Ein Kontroll-Ka- 
nal am Sensor-Chip wurde aktiviert xind blockiert, wobei Amin- 
kupplungsreagenzien ohne Immobilisierung von Protein verwendet 
wurden. 

Faktor VIII Oder Derivate davon wurden in einer Konzentration 
von 100 nM Ober den Kontroll-Kanal geleitet, urn die unspezifi- 
sche Bindung zu bewerten, und aber den LRP-beschichteten Kanal 
in 50 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 mM CaCl^ und 0,005% 
(V/V) Tween-20 mit einer Strdmung von 5 ml/min f\ir einen Zeit- 
raum von 2 min bei 25 »C. Die Assoziation zwischen den verschie- 
denen Proteinen und LRP ist in Fig. 1 gezeigt und in Resonanz- 
Einheiten ausgedrflckt. In Tabelle I ist der maximale Anstieg der 
Resonanz-Einheiten fur die verschiedenen Derivate zusaramenge- 
fafit. Diese Daten zeigen, dafi Faktor VIII, Thrombin-aktivierter 
Faktor VIII und die leichte Kette von Faktor VIII mit LRP in 
Wechselwirkung treten kdnnen. Dagegen konnte die schwere Kette 
von Faktor VIII LRP nicht binden. Es ist daher of fensichtlich, 
daS der Bindimgsanteil von Faktor VIII oder von Thrombin- akti- 
viertem Faktor VIII fflr LRP in der A3 - CI -C2- Region (Reste 1690- 
2232) liegt. 

Tabelle I; Bindung von Faktor VIII und seinen Untereinheiten an 
immobilisiertes LRP, wie unter Verwendiing von SPR- Analyse nach- 
gewiesen. Die Bindung an LRP ist als Resonanz-Einheiten ausge- 
driickt und ist im Hinblick auf unspezif ische Bindung korrigiert. 
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Protein 


Binduno (Resonanz-Einhei^en) 


Faktor VIII 


262 


schwere Kette von Faktor VIII 


0 


leichte Kette von Faktor VIII 


305 


rhrombin-aktivierter Paktor VTt;i; 


446 ' 



Belsplel IX; Assoziationsklnetik von iinmoblllslertem LRP und der 
lelchten Kette von Faktor VIII. 



Die kinetischen Parameter fur die Wechselwirkung zwischen der 
leichten Kette von Faktor VIII iind immobilisiertem LRP wurden 
unter Verwendung der SPR-Analyse auf einem BIAcore™2 000 -Bio- 
sensor-System (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Schweden) be- 
stimmt. Dieses Verfahren ist auf diesem Gebiet allgemein bekannt 
und wurde beispielsweise far die kinetische Analyse der Wechsel- 
wirkung zwischen LRP und Rezeptor-assoziiertem Protein (RAP) an- 
gewandt (Horn I, in LRP-ligand interactions : kinetics and 
structural requirements; pH.D. -Dissertation, 1997, S. 65-106, 
Universitat Amsterdam) . LRP wurde mit einer Konzentration von 
6,7 fmol/mm^ auf drei KanAlen eines CMS -Sensor -Chips immobili- 
siert, wie in Beispiel I beschrieben. Ein Kontroll-Kanal zur Be- 
wertung unspezif ischer Bindung wurde, wie in Beispiel I be- 
schrieben, bereitet. Verschiedene Konzentrationen der leichten 
Kette von Faktor VIII (150, 175, 200, 225 und 250 nM) wurden 
fiber den Kontroll-Kanal und fiber die mit LRP beschichteten KanS- 
le in 50 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 mM CaCl^ und 0,005% 
(V/V) Tween 20 mit einer Stromung von 20 ml/min ffir eine Zeit- 
dauer von 2 min bei 25«C geleitet, damit die Assoziierung statt- 
finden kann. Dsuiach wurden die KanSle mit demselben Puffer bei 
einer ahnlichen Strdrnxing inkubiert, damit die Dissoziierung 
stattfinden kann. Wie in Fig, 2 gezeigt, wird eine Dbsis-abhan- 
gige Assoziierungs- und Dissoziierungskurve beobachtet. 

Die Daten wurden mittels Biacore Evaluation Sbftware (Pharmacia 
Biosensor, Uppsala, Schweden) analysiert. Die Datenanalyse 
zeigte, da& die Wechselwirkung zwischen der leichten Kette von 
Faktor VTII mit zwei Klassen von Bindungsstellen die beste Uber- 
einstimmung ergab. Danach wurden die Assoziierungs- und Dissozi- 
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ierungsgeschwindigkeitskonstanten (k^^j bzw. k^ff) fUr beide 
Bindungsstellen berechnet. Diese Geschwindigkeitskonstanten 
wurden nachfolgend verwendet, urn die Af f initatskonstanten (JCj) 
fir diese Wechselwirkungen zu erhalten. 

Tabelle II; Geschwindigkeitskonstanten fur die Wechselwirkung 
zwischen der leichten Kette. von Faktor VIII und immobilisiertem 
LRP. Die Datenanalyse weist auf die Wechselwirkung der leichten 
Kette von Faktor VIII mit zwei Klassen von Bindungsstellen hin, 
die als A bzw. B reprasentiert sind. 



Klasse 


/Con (M"^ 9"^) 


^off 


(s-1) 




A 


3,0 X 10» 


5,5 X 


10-2 


182 


B 


7,2 X 10* 


2,7 X 


10-3 


37 



Beispiel III: Wechselwirkung zwischen der leichten Kette von 
Faktor VIIZ und zellgebundenem LRP 

Da die leichte Kette von Faktor VIII eff izient an LRP in einem 
System, bei welchem gereinigte Komponenten verwendet werden, 
bindet, haben wir die Wechselwirkung zwischen der leichten Kette 
von Faktor VIII und LRP, das an der Oberflache lebender Zellen 
exprimiert wird, untersucht. Um die leichte Kette von Faktor 
VIII zu exprimieren, d.h. die Reste 1649 bis 2332 (Toole J.J. et 
al., Nature, Bd, 312, 1984, 342-347) , wurde ein Konstnikt 
hergestellt, das fur das Faktor Vlll-Signal-Peptid, das mit den 
Resten 1649 bis 2332 fusioniert ist, codiert. Dieses Konstrukt 
wurde wie folgt hergestellt. Das friiher beschriebene Plasmid 
pBPV- Faktor Vlll-dB695 (K. Mertens et al., Brit. J. Haematol., 
Bd. 85, 1993, S. 133-142) wurde als Vorlage fiir die Herstellimg 
von zwei Faktor VTII-Fragmenten benCitzt, wobei die Polymerase - 
Kettenreaktion (PGR) vein^endet wurde. Ein Fragment wurde herge- 
stellt, indem der Sense-Primer Al (5*-TTA GGA TCC ACC ACT ATG 
CAA ATA GAG CTC TCC-3 • ) , der eine BamHl-Brkennungsstelle und 
einen Teil enthielt, der fur die N-terminalen Reste des Faktor 
Vlll-Signal-Peptids codierte, und der Ant i- Sense -Primer A-1 (5'- 
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AGT AGT ACQ AGT TAT TTC ACT AAA GCA GAA TCG C-3 ' ) , der fflr C- 
terminale Reste des Faktor Vlll-Signal-Peptids und N-terminale 
Reste der leichten Kette von Faktor VIII codierte, verwendet 
wur.den. Ein zweites Fragment wurde hergestellt, indem der Sense- 
Primer Bl {5'-TTG CGA TTC TGC TTT AGT GAA ATA ACT CGT ACT AC- 
3*), der fflr die C-terminalen Reste des Faktor VI II -Signal -Pep - 
tids xind die N-terminalen Reste der leichten Kette von Faktor 
VIII codierte, xind der Anti-Sense-Primer B-1 (5' -ATT GCG GCC GCT 
CAG TAG AGG TCC TGT GCC TC-3 • ) , der eine Notl-Erkenn\ingsstelle, 
ein Stop-Codon und einen Teil, der fflr die C-terminalen Reste 
der leichten Kette von Faktor VIII codierte, verwendet warden. 
In einer zweiten Reaktion wurden die Produkte der beiden Reak- 
tionen als Vorlage fCir die Konstruktion des resultierenden 
Fragments, als Faktor VIII-SPLC bezeichnet, benfltzt, wbbei die 
Primer Al und B-1 verwendet wurden. Faktor VIII-SPLC bestand aus 
einer BamHl-Erkennomgsstelle, einem fflr das Faktor Vlll-Signal- 
peptid codierenden Teil, der rait einem fflr die leichte Kette von 
Faktor VIII codierenden Teil fusioniert war, einem Stop-Codon 
und einer Notl-Erkennungsstelle. Faktor VIII-SPLC wurde danach 
mit BamHl und Natl verdaut und in den Expressionsvektor pcDNA3,l 
(Invitrogen, Leek, Niederlande) ligiert, der unter Verwendung 
derselben Restriktionsenzyme verdaut wurde. Der resultierende 
Vektor rait der Bezeichnung pcPaktor VII I -LC wurde in Chinese 
Hamster-Ovarien-Kl (CHO-Kl) -Zellen transf iziert (ATCC CCL-61) , 
wobei Calciumphosphat-Failiing verwendet wurde (J. Sambrook et 
al.. Molecular Cloning; A laboratory manual. Cold Spring 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, U.S.A., 1989, S. 1637). 
CHO-Kl-Zellen wurden etabliert, um LRP konstitutiv an ihrer 
Zelloberflache zu exprimieren (D.J. FitzGerald et al., J. Cell. 
Biol., Bd. 129, 1995, S. 1533-1541). Stabil exprimierende CHO- 
Kl-Zellen wurden unter Selektion mit G-148 (Gibco-BRL, Breda, 
Niederlande) mit einer Konzentration von 800 iig/ml erhalten. 

CHO-Kl-Zellen, die die leichte Kette von Faktor VIII stabil ex- 
primierten, wurden in 2 Vertiefungen einer Platte rait 6 Vertie- 
fxmgen (Nunc A/S, Roskilde, DSnemark) bis zur Konfluenz geziich- 
tet. Die Vertiefungen wurden fUnf Mai unter Verwendung von 
Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium- F12 -Medium (DMEM-F12) 
(Gibco, BRL, Breda, Niederlande) gewaschen, und l ml DMEM-F12 
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vmrde zugegeben. In eine der Vertiefungen vmrde der LRP-Anta- 
gonist RAP bis zu einer Konzentration von 20 mg/ml sofort iind 2 
iind 4 Stunden nach dem Waschen der Zellen zugegeben, Proben war- 
den bis zu sechs Stunden nach dem Waschen der Zellen entnommen 
und danach auf die Konzentration der leichten Kette von Faktor 
VIII analysiert, wobei ein auf diesem Gebiet bekanntes Verfahren 
verwendet wurde (Lenting P.J. et al., J. Biol. Chem. , Bd. 269, 
1994, S. 7150-7155). Wie in Fig. 3 gezeigt, nahm die Konzentra- 
tion der leichten Kette von Faktor VIII im Medium im Laufe der 
Zeit in Abwesenheit von RAP zu. In Anwesenheit von RAP nimrat je- 
doch das Ausmafi des Anstiegs der leichten Kette von Faktor VIII, 
im Vergleich zur Abwesenheit von RAP, zu. Somit ist die Inhibi- 
tion von LRP mit einer Akkumulation der leichten Kette von Fak- 
tor VIII im Medium verbunden. Dies zeigt deutlich, dafi ein LRP- 
abhSngiger Mechanismus bei der Zell-Aufnahme der leichten Kette 
von Faktor VIII eine Rolle spielt. 

Belspiel ZV: Wechselwirkung zwischen Faktor VIII und Zell-Ober- 
flachen-exponiertem Low Density Lipoprotein-Rezeptor-verwandtem 
Protein 

Wie in Beispiel III beschrieben, besteht eine Wechselwirkung 
zwischen der leichten Kette von Faktor VIII und dem Zell-Ober- 
fiachen-exponiertem LRP. Wir haben deshalb auch untersucht, ob 
das intakte Faktor VI II -Protein eine Wechselwirkung mit Zell- 
Oberf lachen-exponiertem LRP hat. Eine zuvor etablierte MSuse- 
Fibroblasten-Zellinie, die stabil transfiziert worden war, um 
Faktor VIII zu erzeugen (Mertens K. et al., Brit. J. Haematol., 
Bd. 85, 1993, 133-142) wurde in 2 Vertiefungen einer Platte mit 
6 Vertiefungen bis zur Konfluenz gezuchtet (Nunc A/S, Roskilde, 
DSnemark) . Die Zellen wurden fOnf Mai unter Verwendung von 
Iscovs modifiziertem Eagle-Medium (IMEM) (Boehringer Ingelheim/ 
Biowhitaker, Verviers, Belgien) gewaschen, und 1 ml IMEM wurde 
zugegeben. In eine der Vertiefungen wurde der LRP -Antagonist RAP 
bis zu einer Konzentration von 20 mg/ml sofort und 2 und 4 Stun- 
den nach dem Waschen der Zellen zugegeben. Proben wurden bis zu 
sechs Stunden nach dem Waschen der Zellen entnommen und danach 
auf Faktor VIII -Cofaktor-Aktivi tat analysiert, wobei ein bereits 
etabliertes Verfahren verwendet wurde (Mertens K. et al., Brit. 
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J. Haematol., Bd. 85, 1993, 133-142). Wie in Fig. 4 gezeigt, 
steigt die Menge der Faktor VIII-Cofaktor-Aktivitat im Medium im 
Laufe der Zeit in Abwesenheit von RAP zu. In Anwesenheit von RAP 
nimmt jedoch das AusmaS des Faktor VIII -Anst legs im Vergleich 
zur Abwesenheit von RAP zu. Somit ist die Inhibition von LRP mit 
einer Akkuraulation von Faktor VIII im Medium verbunden. Es ist 
daher of fensichtlich, dafi ein LRP-abhSngiger Mechanismus bei der 
Zell-Aufnahme der leichten Kette von Faktor VIII eine Rolle 
spielt . 

Beispiel V: Die Wirkung von RAP auf die Paktor Vlll-Phanaako- 
kinetik bei Knock'- out -Mausen mit schwerer Faktor VIIl-Defizienz. 

Auf gentechnischem Wege wurde ein MSusestamm mit schwerer Faktor 
VIII (FVIII) -Def izienz durch gezielte Disruption des Mause-Pak- 
tor VIII-Gens gemiS Bi et al., Nature Genetics, 1995, Bd. 10, S. 
119-121, geschaffen. Faktor VIII-Knock-out-Mause wurden durch 
eine Insertion eines neo-Gens in das 3 * -Ende von Exon 17 des 
MSuse-Faktor VIII -Gens geschaffen. Die betroffenen mannlichen 
Tiere (X'Y) hatten nicht nachweisbare Faktor VIII-Levels von 
< 0,02 ± 0,01 E/ml, wenn Messungen entweder mit einem chromoge- 
nen Paktor VIII-Tiest, Hyland Immuno, Wien, Osterreich, wie kiirz- 
lich beschrieben (Turecek et al., Thromb. Haemostas. Suppl., 
1997, Bd. 769) Oder mittels Antigen-ELTSA, wie nachstehend be- 
schrieben, vorgenommen wurden, 

Zwei betroffene, hemizygote mSnnliche Mause (X'Y) wurden intra- 
ven6s mit einer Dosis von 200 E/kg Kdrpergewicht einer rekombi- 
nanten Human-Faktor VIII (rhFVIII) -Preparation behandelt, die 
von Chinese Hamster-Ovarien-Zellen stammte, die wie beschrieben 
hergestellt worden waren (WO/85/01961) , und ohne stabilisieren- 
des Protein pharmazeutisch formuliert worden war. 

Unter Narkose wurden eine Stunde nach der Behandlung die 
Schwanzspitzen der MSuse mit der Klinge eines Skalpells, wie von 
Novak et al., Brit. J. Haematol. Bd.69, 1998, S. 371-378 be- 
schrieben, eingeschnitten. Bin Volumen von 50 /il Blut wurde mit 
Kapillarrohrchen (Ringcaps, Hirschmann, Deutschland) aus den 
Schwanzwunden gesairanelt, wobei die Kapillarr6hrchen mit Lithium- 
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Heparin als Antikoagulans beschichtet waren. Die Kapillarrdhr- 
chen warden geschlossen und zentrifugiert , urn die Blutzellen vom 
Plasma zu trennen. Danach warden die Kapillarrdhrchen geoffnet, 
und die Zell- und die Plasma-Fraktion warden durch weiteres Zen- 
trifugieren gesammelt • SchlieSlich wurden die Plasmaproben der 
Paktor VIII-Bestimmung mittels Paktor VIII-Antigen ELISA, Test- 
Set IMMDNOZYM FVIII Ag, Hyland Iinmuno, Wien, Osterreich, unter 
Verwendung von monoklonalen Antifaktor VIIl-Antikarpem sowohl 
fiir das Abfangen wie ftir den Nachweis, wie beschrieben (Stel et 
al., Nature, 1983, Bd. 303, S. 530-532; Lenting et al./ J. Biol. 
Chem., Bd. 269, 1994, S. 7150-7155; Leyte et al., Biochem. J., 
Bd. 263, 1989, S. 187-194) unterzogen. Die . resultierenden Paktor 
Vlll-Werte wurden in intemationalen Einheiten von humanetn 
Paktor VIII ausgedrflckt . Die Ergebnisse der Paktor VI II -Plasma- 
Level sind in der Tabelle angegeben. 

Zwei andere betroffene hemizygote mannliche MSuse (X'Y) wurden 
mit rekombinantem Rezeptor-assoziiertem Protein (GST-RAP) 10 min 
vor der Behandlung mit dem rekombinanten humanen Paktor VIII mit 
einer Dosis von .40 mg/kg Kdrpergewicht vorbehandelt . Das bei 
dieser Untersuchung verwendete RAP, welches mit LRP in Wechsel- 
wirkung tritt, wurde durch bakterielle Permentation, wie von 
Hertz et al., (J. Biol. Chem. , Bd. 266, 1991, S. 21232-21238) 
beschrieben, erhalten. Bin Pusionsprotein des RAP mit Gluta- 
thion-S-Transf erase wurde in B, coli exprimiert und mittels 
Affinitatschromatographie auf Glut a thion -Agarose gereinigt. Das 
resultierende Protein bestand hauptsachlich aus dem Pusionspro- 
tein und Spaltprodukten von RAP und Glutathion-S-Transf erase. 
Das Pusionsprotein wurde in einem injizierbaren Puffer bereit 
far eine Verabreichung an die Paktor VIII-Knock-out-MSuse formu- 
liert. Wie bei der Kontrollgruppe (Behandlung nur mit Paktor 
VIII) wurden Blutproben eine Stunde nach der Verabreichung von 
rekombinantem Paktor VIII genommen und unter Verwendung von 
Paktor VIII-Antigen-ELISA auf Paktor VIII-AktivitSt gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle III angefiihrt. 

Tabelle ITI 
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Behandlung 


Behandlung 


Gewinnung 1 h nach 




Dosis 


Dosis 


Behandluna 


tous Nr. 


GST-RAP 


rhFVIII 


FVIIIrAa (E/ml Plasma) 


1 


40 mg/kg 


200 E/kg 


1,92 


2 


40 mg/kg 


200 E/kg 


1,88 


3 




200 E/kg 


0,73 


4 




200 E/ka 


0.83 



Bei mit GST-RAP vorbehandelten Mausen betrug der Faktor VIII- 
Level mehr als 200 % der Plasma-Level nach der Behandlung mit 
rekombinantem Faktor VIII allein. Die Verabreichung des LRP- 
Antagonisten, RAP, verbesserte die Pharmakokinetik von Faktor 
vill. 

Beispiel VI: Identlflzlerung potentieller LRP-Blndungs-Exo- 
Stellen au£ der leichten Kette von Faktor VIII. 

Ein Verfahren zur Identif izierung von Exo-Stellen, die mdgli- 
cherweise bei der Protein- Prot ein- Wechselwirkung eine Rolle 
spielen, wurde bereits etabliert (J. Kyte xind R.F. Doolittle, J. 
Mol. Biol. Bd. 157, 1982, S. 105-132). Dieses Verfahren sieht 
ein Programm vor, welches die Hydrophilie und Hydrophobie eines 
Proteins entlang seiner AminosSuresequenz fortlaufend evaluiert. 
Bei dem Verfahren wird eine Hydropathie-Skala verwendet, die die 
durchschnittliche Hydropathie innerhalb von Segmenten vorbe- 
stimmter GrdSe entlang der Aminosauresequenz wiedergibt. Hydro- 
phile Abschnitte sind durch negative Hydropathie- Wert e charakte- 
risiert und weisen wahrscheinlich eine Orientierung zur AuSen- 
seite eines Proteins auf , welches in eiher wasserigen Losung 
vorhanden ist. Dieses Verfahren wurde auf die bekannte Sequenz 
von Human-PeUctor VIII angewandt (G.A. Vehar et al.. Nature, Bd. 
312, 1984., S. 337-342; J.J- Toole et al;. Nature, Bd. 312, 1984, 
342-347), wobei eine Segmentgr6Se ("Fenster") von 19 Resten ver- 
wendet wurde. Aus der veils tandigen Sequenz des Paktors VIII 
wurde die Region 1690-2332, die der Faktor Vlii A3/Cl/C2-Domane 
entspricht, dieser Analyse unterzogen, und der resultierende 
Hydropathie-Plot, der einen Wert von -15 als «cut off" hat, ist 
in den Pig. 5A und SB gezeigt. 
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Dieses Verfahren zeigte mehrere getrennte Regionen mit niedrigen 
Hydropathie-Werten, die die hydrophile Natur, die mit potentiel- 
len Bxo-Stellen verbunden ist, widerspiegelt . Diese sind als A 
bis K angegeben (Tabelle IV) : 



Tabelle IV 



Stelle 




Reste 


Domane 


A 


Met 


1711 


bis Gly 1725 


A3 


B 


Phe 


1743 


bis Arg 1749 


A3 


C 


Ser 


1784 


bis Asp 1831 


A3 


D 


Ser 


1888 


bis His 1919 


A3 


c» 

Cm 


Trp 


1942 


bis Met 1947 


A3 


t? 
P 


Ser 


1959 


bis Ala 1974 


A3 


G 


He 


2037 


bis Trp 2062 


CI 


H 


Asp 


2108 


bis Asn 2118 


CI 


I 


Thr 


2154 


bis He 2158 


CI 


J 


Arg 


2209 


bis Phe 2234 


C2 


K 


His 


2269 


bis Lys 2281 


C2 


Tabelle 


V; 








Stelle 




Reste 


DomSne 


I 


Phe 


1785 


bis His 1822 


A3 


II 


Trp 


1889 


bis Asn 1915 




III 


Trp 


2112 


bis Tyr 2115 


CI 


IV 


His 


2211 


bis Leu 2230 


C2 



Wiederum wurde aus der vollstandigen Sequenz von Faktor VIII die 
Region 1690-2332, die der leichten Kette von vollstandigem Fak- 
tor VIII entspricht, dieser Analyse unterzogen, iind der resul- 
tierende Hydropathie-Plot, der einen Wert von -20 als "cut off" 
hat, ist in Fig. 5B gezeigt. Die Exo-Stellen sind als I bis IV 
angezeigt • 

Beispiel VZI: Die 02 -Domane von Faktor VIZI enthalt eine LRP- 
Blndungss telle • 

Die A3-Cl-C2-Region des Faktors VIII umfalSt den Bindtingsanteil 
f ilr LRP (vgl. Beispiel I). Diese Region enthalt eine Anzahl po- 
tentieller LRP-Bindungs-Exo-Sftellen in den sie bildenden Dom^- 
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nen, einschliefilich der C2-Doinane (vgl, Beispiel VI). Zur Besta- 
tigung, dafi solche Exo-Stellen tatsachlich bei der LRP-Bindung 
eine Rolle spielen kdnnten, wurde die Wechselwirkung zwischen 
LRP und der C2-Domane des Faktors VIII genauer analysiert. Die 
C2-Domane des Faktors VIII (d.h. die Reste 2172-2332) vmrde in 
Insektenzellen unter Verwendung einer bereits etablierten Metho- 
de (K. Fijnvandraat et al.. Blood, Bd. 91, 1998, S. 2347-23S2) 
exprimiert. Die C2-Domane des Faktors VIII wurde mittels Immuno- 
affinitatschromatographie xinter Verwendung des auf die C2-Domane 
gerichteten monoklonalen AntikSrpers CLB-CAg 117 (K, Fijnvandraat 
et al,. Blood, Bd. 91, 1998, S. 2347-2352) gereinigt. Die Wech- 
selwirkung mit LRP wurde unter Verwendung der Oberf lachen-Plas- 
mon-Resonanz -Analyse an einem BIAcore™2000 -System (Pharmacia 
Biosensor AB, Uppsala, Schweden) untersucht. LRP wurde auf einem 
CM5-Sensor-Chip, wie in Beispiel I beschrieben, immobilisiert . 
Zur Verstarkung des Resonanz -Signals wurde die C2-Domane des 
Faktors VIII (0, 100 oder 375 nM) in Anwesenheit von 500 nM des 
auf die C2-Domane gerichteten monoklonalen Antikdrpers ESH-8 (D. 
Scandella et al.. Blood, Bd, 86, 1995, S. 1811-1819) in 50 mM 
HEPES (pH 7,4), .150 mM NaCl, 2 mM CaCl^ , 0,005% (V/V) Tween-20 
15 Minuten lang bei Raumtemperatur vorinkubiert . Danach warden 
vorinkubierte Proben flber den Kontroll-Kanal geleitet, um die 
unspezifische Bindung zu bewerten, sowie {iber den LRP-beschich- 
teten Kanal (8,3 fmol/mmM , mit einer Strdmung von 5 ml/min, 2 
min lang, bei 25 ®C. 

In Abwesenheit der C2-Domane zeigt ESH-8 - wenn iiberhaupt - eine 
minimale Bindung an immobilisiertes LRP. Jedoch in Anwesenheit' 
der C2-Domane wurde ein Dosis-abhangiger Anstieg der Bindung an 
LRP.beobachtet (Fig, 6). Dies zeigt, dafi die C2-Domane des Fak- 
tors VIII an LRP bindet. Somit weisen die Exo-Stellen innerhalb 
der leichten Kette von Faktor VIII sehr wohl die Fahigkeit einer 
LRP-Bindung auf xind somit die Fahigkeit, in der LRP-abhangigen 
Clearance von Faktor VIII in vivo eine Rolle zu spielen. 

Der Fachmann wird leicht verstehen, daS die vorliegende Erfin- 
dung gut dazu geeignet ist, die Aufgaben zu erfullen und die er- 
wahnten sowie inharenten Ziele und Vorteile zu erreichen. Die 
hierin beschriebenen Verbindungen, Verfahren und Zusammensetzun- 
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gen isind als fUr die bevorzugten AusfOhningsformen reprSsentativ 
dargestellt. Sie sollen beispielhaft sein xind den Umfang der 
vorliegenden Erfindung nicht einschrSnken. Modif ikationen davon 
iind andere Verwendungen sind far den Fachmann leicht vorstellbar 
xind sollen im Geist der Erfindimg und itn Utnfang der beigefiigten 
Aneprflche miteingeschlossen sein. 

Beispiel VIZI: Bindung der FVIil C2-Doinane in Gegeimart eines 
antl - FVIII *- C2 -Domanen- Antlkdrper s 

Das FVIII-Molekai umfaSt zwei Stellen, die bei der vWF-Bindung 
involviert sind, wobei eine dieser Stellen an der Carboxy-termi- 
nalen C2-Domane der leichten Kette von Faktor VIII liegt (Saenko 
und Scandella, J. B.C. 272 (1997), S. 18007-18014) . Da die vWF- 
Bindung durch den auf die C2-Doinane gerichten AntikSrper ESH4 
inhibiert wird, wurde dieser Effekt auf die LRP-Bindung unter- 
sucht, wobei die Antik6rper-Bindungskdrperuntersuchungen wie in 
Beispiel VII durchgefuhrt wurden. Der Antik6rper ESH4 wurde von 
American Diagnostica erhalten. 

Wie in Fig. 7 gezeigt, interferiert ESH4 mit der Bindung von LRP 
an die leichte Kette von Faktor VIII. Diese Inhibierung scheint 
spezifisch zu sein, da ESH4 nicht in der Lage war, die Bindung 
von tissue- type-Plasminogenaktivator/Plasminogenaktivator-Inhi- 
bitor-l-Koraplexen an LRP zu beeinf lussen. Welters waren andere 
Antikdrper, die gegen die leichte Kette von Faktor VIII gerich- 
tet waren, namlich CLB-CAg A xmd CLB-CAg 69 (Lenting et al., 
J. B.C. 269 (1994), S. 7150-7155) nicht in der Lage, mit LRP hin- 
sichtlich der Bindung an Faktor VIII zu interferieren. 

In Pig. 7 wird dabei die Bindung der Faktor VIII-C2-Domane an LRP 
in Gegenwart von ESH4 gezeigt. Hierbei wurde immobilisiertes LRP 
(16 fmol/mm^) mit der leichten Kette von Faktor VIII (150 nM) in 
C^genwart Oder Abwesenheit von Antikdrper ESH4 bei einem Flufi 
von S^l/min fur 2 min bei 25oc inkubiert. Die Ergebnisse wurden 
in Resonanzeinheiteh (resonance units; RU) cuigegeben und gegen 
nichtspezifische Bindung korrigiert, die bei weniger als 5% 
gegenuber der Bindung an LRP-gecoateten KanSlen lag. 
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In Fig. 7 wurde dabei die Konzentration des ESH4-Antik6rpers in 
nM auf der x-Achse und die verbleibende Bindung der leichten 
Kette von Paktor VIII in RU auf der y-Achse aufgetragen. 

Beispiel IX: Die Paktor Vlll AS-Cl-Regioa weist e±ne LRP- 
Blndungsstelle au£ 

Die A3 -Ci-C2 -Region des Paktor VIII umfafit den Bindungsanteil 
far LRP (vgl. Beispiel I) . Aus der in Beispiel II beschriebenen 
kinetischen Analyse geht fclar hervor, dafi mehrfach Stellen, die 
bei der LRP eine Rolle spielen, vorhanden sind (Tabelle II, Bin- 
dungsstellen der Klasse A und der Klasse B) . wie in Beispiel VII 
angedeutet, wurde das Vorliegen solcher interaktiven Stellen fur 
die Region der Paktor VIII C2-Doraane bewiesen (vgl. auch Fig. 6). 
Zur Bestatigung, dafi auch andere Exo-Stellen bei der Wechselwir- 
kung mit LRP ein^ Rolle spielen, wurde die Wechselwirkung zwi- 
schen LRP xmd der Paktor VIII A3-Cl-Region * (d^h. Paktor VIII- 
Reste 1649 bis 2172) analysiert. Vm das Fragment der leichten 
Kette dieses Paktor VIII zu erhalten, wurde ein Konstrukt herge- 
^tellt, das far ,das Signalpeptid des Paktor VIII, das mit den 
Resten 1649 bis 2172 verschmolzen ist, codiert. Dieses Konstrukt 
wurde wie folgt hergestellt. Der Vektor pcPaktor VIII-LC, wel- 
Cher in Beispiel III beschrieben ist, wurde als Konformations- 
schablone fftr die Konstruktion eines Paktor VI I I -Fragments unter 
Verwendung von PGR verwendet. Dieses Fragment wurde unter Ver- 
wendung des sense-Primers Al (5'-TTA GGA TCC ACC ACT ATG CAA ATA 
GAG CTC TCC-3', vgl. Beispiel III) und des antisense-Primers 
FA2172min (5'-AAT GCG GCC GCT TCA ATT TAA ATC ACA GCC CAT-3 • ) 
erzeugt, Der Primer FA 2172 codiert fiir eine Notl-Erkennungs- 
stelle, ein Stopcodon und die Reste 2167 bis 2172 des Paktor 
VIII. Das PCR-Produkt wixrde mit BspMII vmd NotI gespalten, und 
ein 352 Basenpaar- Fragment wurde isoliert und in den pcPaktor 
VIII-LC- Vektor ligiert, der unter Verwendung derselben Restrik- 
tionsenzyme verdaut wurde. Der resultierende Vektor, der als 
pcPaktor VIII-A3C1 bezeichnet wurde, wurde auf CHO-Kl-Zellen 
(ATCC CCL-61) unter Verwendung von Kalziun5)hosphatf Sllung trans- 
fiziert (J. Sambrook et al.. Molecular Cloning; A laborary 
manual. Cold Spring Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
U.S.A., 1989, S. 1637)- CHO-Kl-Zellen, die Paktor VIII A3-C1- 
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Fragmente stabil exprimieren, wurden unter Selektion itiit G-148 
(Gibco-BRL, Breda, Niederlande) in einer Konzentration von 800 
lig/ml erhalten. 

CHO-Kl-Zellen, die Faktor VIII A3 -CI -Fragmente stabil. exprimie- 
ren, wurden fflr die Kultiviertmg in groSem Umfang verwendet, um 
konditioniertes Medium zu erhalten, das Faktor VIII A3-C1 ent- 
halt, Faktor VIII A3 -CI wurde mittels Immuaiaf f initatschromato- 
graphie gereinigt, wobei der zuvor beschriebene monoklonale 
Antik6rper CLB-CAg A (Leyte A. et al., Biochem. J,, 1989, Bd. 
263, S. 187-194) verwendet wurde, welcher gegen die A3-Domane 
des Faktor VIII gerichtet ist, Zu diesem Zweck wurde CLB-CAg A 
an CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia Biotech, Roosendaal, 
Niederlande) gemSfi den Instruktionen des Herstellers in einer 
Konzentration von 1 mg/ml immobilisieft . Konditioniertes Medium 
wurde mit CLB-CAg A-Sepharose (2 ml pro Liter Medixim) inkubiert, 
und gebundener Faktor VIII A3 -CI wurde in 150 mM NaCl, 55 (V/V) 
% Ethylenglykol , 25 mM Lysin (pH 11) eluiert. Fraktionen, die 
Faktor VIII A3-C1 enthielten, wurden sofort unter Verwendung von 
1/10 Volumen von 1 M Imidazol (pH 5,0) neutralisiert und danach 
gegen 150 mM NaCl, 2 mM CaCl^ , 0,005 % (V/V) Tween-20, 20 mM 
HEPES (pH 7,4) dialysiert. 

Die Wechselwirkung zwischen Faktor VIII A3 -CI und LRP wurde un- 
ter Verwendiing der Oberf lachen-Plasmon-Resonanz-Analyse an einem 
BIAcore™2 000 -System (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Schweden) 
untersucht. LRP wurde auf einem CM5- Sensor -Chip, wie in Beispiel 
I beschrieben, immobilisiert . Proben, die Faktor VIII A3-C1 (200 
nM Oder 400 nM) enthielten, wurden mit einer Stromung von 5 . 
Ml/min 2 min lang bei 25«C Ober den Kontrollkanal geleitet, um 
die nichtspezifische Bindung zu beurteilen und fiber den mit LRP 
toerzogenen Kanal (8,3 f mol/mm' ) . In Tabelle VI ist der maximale 
Anstieg der Resonanz-Binheiten far beide Konzentrationen des 
Faktor VIII A3 -CI zusammengef aSt , In Anwesenheit von 400 nM Fak- 
tor VIII A3-C1 wurde eine hohere Reaktion beobachtet als bei 200 
nM Faktor VIII A3-C1 (59 bzw- 47 Resonanz-Binheiten) . Um die 
Bindung von Faktor VIII A3-C1 an LRP zu verbessem, wurde Faktor 
VIII A3-C1 (400 nM) in Anwesenheit von 500 nM des monoklonalen 
Antikdrpers CLB-CAg A in 50 mM HEPES (pH 7,4) , 150 mM NaCl, 2 mM 
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CaCl^ , 0,005 % (V/V) Tween 20 15 min lang bei Raumtetnperatur 
vorinkubiert . Danach wurden die vorinkubierten Proben uber den 
Kontrollkanal und uber den mit LRP uberzogenen Kanal mit einer 
Stromiing von 5 ml/min 2 min lang bei 25 °C geleitet. In Anwesen- 
heit des Antikorpers CLB-CAg A wurde tatsachlich eine Erhohung 
der Reaktion beobachtet (118 Resonanz-Einheiten) . Somit zeigen 
diese Daten deutlich, daS Paktor VIII A3 -CI mit LRP in dosisab- 
hangiger Weise in Wechselwirkung treten kann. 

Tabelle VI; Bindung von Faktor VIII A3-C1 an inunobilisiertes 
LRP, wie \inter Verwendung der SPR- Analyse nachgewiesen. Die Bin- 
d\mg an LRP ist in Resonauiz-Einheiten ausgedruckt und ist auf 
unspezif ische Bindung korrigiert. . 



Konzentration A3 -CI 


Binduna (Resonanz-Einheiten) 


200 nM 

400 nM 

400 nM + 500 nM CLB-CAa A 


47 
59 
118 



Beispiel Xz Wechselwirkung zwlschen Faktor VXII A3 -01 und an der 
Zellenoberfl&che exponiertem Low Density Lipoprotein-Receptor- 
related - Protein 

Wie oben beschrieben, kann Faktor VIII A3 -CI (d.h. die Reste 
1649 bis 2172) mit gereinigtem LRP in Wechselwirkting treten. Wir 
haben weiters die Wechselwirkung zwischen Faktor VIII A3 -CI und 
LRP, der an OberflSche lebender Zellen exprimiert wird, unter- 
sucht. Daher wurden CHO-Kl -Zellen, die Faktor VIII A3 -CI stabil 
exprimieren (wie oben beschrieben) , bis zur Konf luenz in 6 Ver- 
tiefungen einer Platte mit 24 Vertiefungen gezuchtet (Nunc A/S, 
Roskilde, DSnemark) . Die Vertiefungen wurden fOnfmal unter Ver- 
wendung von DMEM-F12 (Gibco-BRL, Breda, Niederlande) gewaschen, 
und 500 til DMEM-F12 wiurden zugegeben. In drei der Vertiefungen 
wurde der LRP -Antagonist RAP in einer Konzentration von .1 fiM zum 
Zeitpunkt 2 und 4 Stunden nach dem Waschen der Zellen zugegeben. 
Proben wurden bis zu 6 Stunden nach dem Waschen der Zellen gezo- 
gen xind danach auf die Konzentration von Faktor VIII A3 -CI ana- 
lysiert* Die Konzentrationen von Faktor VIII A3 -CI wurden im 
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wesentlichen \mter Verwendiuig eines auf diesem Gebiet beschrie- 
benen Verfahrens (Lenting P,J. et al., J. Biol. Chem. , Bd. 269, 
1994, S. 7150-7155) bestintmt, aufier, daS der monoklonale Anti- 
kSrper CLB-CAg 12 anstelle von CLB-CAg 117 verwendet wurde. Wie 
in Fig. 8 gezeigt, nahm die Konzentration von Paktor VIII A3 -CI 
im Verlauf der Zeit in Abwesehheit von RAP zu. in Anwesenheit 
von RAP jedoch nimmt das Ausmafi von Faktor VIII A3 -CI im Ver- 
gleich zur Abwesenheit von RAP zu. Somit ist die Inhibition von 
RAP mit einer Ansammlung von Faktor VIII A3 -CI im Medium verbun- 
den. Dies zeigt, dafi bei der Aufnahme von Paktor VIII A3 -CI in 
die Zelle ein LRP-abhSngiger Mechanismus eine Rolle spielt. 

Fig. 8 zeigt die Wirkung des LRP-Antagonisten RAP auf die Kon- 
zentration von Faktor VIII A3 -CI in einem Medium von Faktor VIII 
A3 -CI eacprimierenden Zellen. In Abwesenheit von RAP (offene 
Symbole) ist der Anstieg der Faktor VIII A3-Cl-Mengen geringer 
als in Anwesenheit (geschlossene Symbole). Die-Daten repr&sen- 
tieren den Mittelwert ± Standardabweichung der drei Versuche. 

Belspiel XX: Mutationen in der Faktor VXZI-C2-Dom&ne bQeinflus-^ 
sen die Bindung an LRP 

Wie in Beispiel VII beschrieben, weist die Faktor VIII-C2-Domane 
eine Bindungsstelle fUr LRP auf. Wir haben deshalb die Auswir- 
kung von Mutationen in dieser DomSne auf die Bindung von Faktor 
VIII bzw. Wechselwirkung mit LRP, der an der Oberfiache der Zel- 
le exponiert ist, untersucht. Um Faktor Vlll-Varianten, die sol- 
che Mutationen aufweisen, zu exprimieren, wurden zwei Konstrukte 
hergestellt. Beide Faktor VIII-Expressionsplasmide waren Deriva- 
te des Plasmids pF8-SQ#428 (F. Scheif linger, unverof fentlichte 
Resultate) ; ein Plasmid, das die cDNA einer B-Domanen-deletier- 
ten FVIII-Variante in den im Handel erhaltlichen Vektor pSI 
(Promega) insertiert enthSlt. Bei diesem Konstrukt wurden alle 
auSer vierzehn AminosSuren der B-DomStne von FVIII entfemt (SQ- 
Mutante, vgl. Lind et al., Eur. J. Biochem., Bd. 232, 1995, S. 
19-27) • 

Zuerst erfolgte eine Modifikation des Vektors pF8-SQ#428, indem 
der Vektor mit EcoRV/Agel geschnitten wurde; und Ligation der 
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angelagerten Oligonukleotide P-A/Em(l) 5 • -CCGGAGATTA TTACQAGGAC 
AGTTATGAAG AC- 3 • und P-A/Em (2) 5 ' -GTCTTCATAA CTGTCCTCGT 
AATAATCT-3'. Diese Vorgangsweise ergab den Vektor pF8-SQ- 
dA/E#501. Innerhalb dieses Vektors wird die Expression der 
PVIII-cDNA durch den SV40-Promoter und Enhancer angetrieben. 
Stromabwarts, am 3 • -Ende des PVIll-Qens, wird die Polyadenylie- 
rungsstelle von SV40 verwendet, um die Transkription zu beenden. 
Bin chimSres Intron, zusannnengesetzt aus der 5 ' -Donor-Stelle aus 
dem ersten intron des humanen /?-Globin-Qens und dem Zweig und 
der 3 • -Akzeptor-Stelle aus dem Intron, das sich zwischen dem 
Leader und dem KSrper einer variablen Region einer schweren Ket- 
te eines Immunglobulin-Gens befindet, wurde eingefuhrt, um die 
Menge der Gene3q>ression zu erhdhen (vgl. pSI, Produkt informa- 
tion, Promega) . Um die Expressionsmengen weiter zu verbessem, 
wurde ein Sequenz-Kontext, der sich fiir die Initiiertuig der 
eukaryontischen Protein-Translation als optimal erwies ("Kozak- 
Sequenz" 5 • -GCCACCATG-3 ' ) , unmittelbar strbmaufwArts des PVIII- 
Start-Codons (Kozak, J. Biol. Chem., Bd. 266, 1991, S. 19867- 
19870) insertiert. Der Vektor pF8-SQ-dA/E#501 wurde dann zur 
Konstruktion der Vektoren pC2-m7#516 und pC2-m9#518 verwendet. 

Die Konstruktion von pC2-m7#516 erfolgte durch Insertion der 
angelagerten Oligonukleotide Mu(l) 5 • -CGAATTCaiCC CCCAGATTTG 
GGAACACC3M3 ATTGCCCTGA GGCTGGAGAT TCTGGGCTGC GAGGCACAGC 
AGCAGTACTG AGC-3 ' und P-Mu{2) 5 • -GGCCGCTCAG TACTGCTGCT 
GTGCCTC6CA GCCCAGAATC TCCa^CTCA GGGCAATCTG GTGTTCCCAA 
ATCTGGGGGT GAATT-3 ' in den mit AsuII/Notl-geschnittenen Vektor 
pF8-SQ-dA/E#501. 

Der resultierende Vektor codiert ffir eine Faktor Vlll-Variante, 
die die f olgenden Substitutionen auf weist : Ser* ' ^ » bis lle^ ^ ^ ^ , 
Val»»i« bis Glu"**. Met"»i bisLeu"'^, Val"" bis lie"*', 
Asp» ' ' 0 bis Gln» 3 » 0 und Leu* » " bis Gin* » » ^ . 

Die Konstruktion von pC2-m9#518 erfolgte durch Insertion der 
angelagerten Oligonucleotide P-CC(l) 5 ' -CTAGAACCAC CGTTAGTGGC 
TCGCTACGTG CGACTGCACC CCCAGAGTTG GGCTCACCAT-3 • , P-CC{2) 5'- 
ATTGCCCTGA GGCTGGAGGT TCTGGGCTGC GATACTCAGC AGCCAGCTTG AGC-3 ' , 
P-CC(3) 5'-GGCCGCTCAA GCTGGCTQCT QAGTATCGCA GC-3 ' , P-CC(4) 5'- 



6/26/2007, EAST Version: 2.1.0.14 



wo 00/28021 



PCT/AT99/00272 



- 35 - 

CCAGAACCTC CAGCCTCAGG GCAATATGGT GAGCCCAACT CTGGGGGTGC-3 • und P- 
CC(5) 5 • -AGTCGCACGT AGCGAGCCAC TAACGGTGGT T-3 • in den mi t 
Xbal/NotI geschnittenen Vektor pF8-SQ-dA/E#501^ 

Das Konstrukt pC2-m9#518 kodiert fiir eine Faktor VIII -Variants, 
die die folgenden Aminosauresubstitutioiien umfaiSt: Asp^^^« bis 
Glu"»«, Leu'^^'^ bis Val"**', Thr^^oa Ala"^^ xind Leu^^*** 

bis Val= " S He' ' *» « bis Leu' ^ ° » , Val' ^ ^ ♦ bis Ala' ^ ^ * , Gin' ' ^ « 
bis His'^^S Met'^'^ bis Leu'^'S Glu'^''' bis Asp'"^, Ala'"» 
bis Thr' ^ ' « , Asp' ^ ^ ° bis Gin' Leu' ^ ^ ^ bis Pro' ' ^ i und 
Tyr'"' bis Ala'^^a^ 

Beide Vektoren, pC2-m9#518 und pC2-m7#516, die fur Faktor 
VIII#518 bzw, Faktor VIII#516 kodieren, wurden in Maus-Fibro- 
blasten-Cl27-2ellfen transfiziert, wobei die Calciumphosphat- 
failung verwendet wurde (J-Santorook et al.. Molecular Cloning; A 
laboratory manual. Cold Spring Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, U.S.A., 1989, S.1637) . Die Vektoren wurden ko-trans- 
fiziert (VerMltnis 20:1), wobei das Plasmid pDH#3lO verwendet 
wurde, was eine Selektion der Transf ektanten mit Hygromycin B 
( 2 0 O^g/ml ) erm6gl icht e . 

C127-Zellen, die normalen Faktor VIII (vgl. Beispiel IV), Faktor 
VIII#518 und Faktor VIII#516 stabil exprimieren^ wurden zu 50% 
Konf luenz in 4 Vertiefungen einer Platte mit 24 Vertiefungen 
gezuchtet (Nunc A/S, Roskilde, Dinemark) . Die Vertiefungen %mr- 
den funf Mai xinter Verwendung von IMEM (Boehringer Ingelheim/ 
BioWhitaker, Verviers, Belgien) gewaschen, und 1 ml IMEM wurde 
zugesetzt. In zwei der Vertiefungen fiir jede Faktor Vlll-Varian- 
te wurde der LRP -Antagonist RAP bis zu einer Konzentration von 
20 mg/ml sofort und 2 h nach dem Waschen der Zellen zugegeben. 
Proben wurden zwei und drei Stunden nach dem Waschen der Zellen 
genommen tmd dcuiach auf Faktor VIII-Cofaktor-AktivitSt unter 
^ Verwendung eines bereits etablierten Verf ahrens analysiert 
(Mertens K. et al*, Brit. J. Haematol*, Bd. 85, 1993, 133-142). 
In der Tabelle VII sind die Faktor VHI-E3q)ressionsmengen in 
Anwesenheit und Abwesenheit von RAP zu verschiedenen Zeitpxinkten 
angegeben. FClr normalen FaJctor VIII sowie fur die Faktor VIII- 
Varianten #516 und #518 wird ein Anstieg der Faktor VIII-Aktivi- 
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tat im Medium in Anwesenheit oder Abwesenheit von RAP beobach- 
tet. par normalen Faktor VIII jedoch ist die Express ionsmenge in 
Anwesenheit von RAP erhdht, wogegen diese Wirkimg fir die Faktor 
Vlll-Varianten #516 und #518 stark reduziert ist, sofeme sie 
flberhaupt vorhanden ist. Dies zeigt, daS die LRP-vermittelte 
Zell-Aufnahme der Faktor Vlll-Varianten #516 lind #518 weniger 
effizient veriauft als bei normalem Faktor VIII. Somit machen 
die Aminosauresxibstitutionen in der Faktor VIII-C2-Domane, wie 
sie fur die Faktor VI 1 1 -Variant en #516 und #518 angezeigt sind, 
den Faktor VIII weniger sensitiv fiir eine durch LRP vermittelte 
Zell-Aufnahme . 

Tabelle VII: Expressionsmengen von normalem Faktor VIII und den 
Faktor Vm-Varianten #516 und #518 in Anwesenheit und Abwesen- 
heit von RAP. Die Daten reprSsentieren den i-Mittelwert von zwei 
unabhangigen Versuchen. 



Faktor VIII 


zeit (h) 


Expression (E/L) 
-RAP +RAP 


Verhaltnis 
+RAP/-RAP 


normal 


2 


1,3 ±0,1 


4,2 ±0,4 


3,2 




3 


2,2 ±0,2 


5,0 ±0,3 


2^ 


#516 


2 


0,3 ±0,2 


0,3 ±0,2 


1,0 




3 


0,6 ±0,1 


0,8 ±0,3 


1,3 


#SI8 


2 


1,1 ±0,1 


1,3 ±0,4 


1,2 




3 


3,3 ±0,2 


3,5 ±0,3 


1,1 
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Patentanspruche : 

1. Faktor Vlll-Polypeptid mit Paktor VIIl:C-Aktivitat, welches 
eine Modif ikation in der A3- und/oder CI- und/oder C2-Domane der 
leichten Kette auf waist, dadurch gekennzeichnet , dalS die Modif i- 
kation die Bindungsaf finitSt zu Low Density Lipoprotein-Rezep- 
tor-Protein (LRP) beeinfluSt. 

2. Faktor Vlll-Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daE die Modif ikation zwischen AS 1690 und 2032, AS 
2033 und 2172 und/oder AS 2173 und 2332 vorliegt, 

3. Faktor Vlll-Polypeptid nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Modif ikation zwischen AS 1711 (Met) und 
1725 (Gly) , AS 1743 (Phe) und 1749 (Arg) , AS 1888 (Ser) und 1919 
(His) , AS 1942 (Trp) und 1947 (Met) und/oder AS 1959 (Ser) und 
1974 (Ala) vorliegt. 

4. Paktor Vlll-Polypeptid nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Modif ikation zwischen AS 2037 (lie) imd 
2062 (Trp) , AS 2108 (Asp) und 2118 (Asn) und/oder AS 2154 (Thr) 
und 2158 (lie) vorliegt. 

5. Faktor Vlll-Polypeptid nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet; daS die Modif ikation zwischen AS 2209 (Arg) und 
2234 (Phe) und/oder AS 2269 (His) und 2281 (Lys) vorliegt. 

6. Faktor Vlll-Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnelt, daS die Modif ikation zwischen AS 2112 (Trp) und 2115 
(Tyr) vorliegt. 

7. Paktor Vlll-Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Modif ikation zwischen AS 2211 (His) und 2230 
(Leu) vorliegt. 

8- DNA-Molekul, welches fur ein Paktor Vlll-Polypeptid mit 
Faktor VIII:C-Aktivitat codiert, das eine Modif ikation in der 
A3-, CI- und/oder C2-Domane der leichten Kette aufweist, dadurch 
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gekennzeichnet, dafS die Modifikation die Bindungsaf f initSt zu 
Low Density Lipoprotein-Rezeptor-Protein (LRP) beeinfluSt. 

9. DNA-Molekul, welches fir ein Faktor Vlll-Polypeptid nach 
Anspruch 8 codiert, dadurch gekennzeichnet , daE die Modifikation 
zwischen AS 1690 und 2032, AS 2033 und 2172 und/oder AS 2173 und 
2332 vorliegt. 

10. DHA-Molekul, welches fflr ein Paktor Vlll-Polypeptid nach 
den Anspriichen 8 und 9 codiert, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Modifikation zwischen AS 1711 (Met) und 1725 (Gly) , AS 1743 
(Phe) und 1749 (Arg) , AS 1888 (Ser) und 1919 (His) , AS 1942 
(Trp) und 1947 (Met) und/oder AS 1959 (Ser) und 1974 (Ala) vor- 
liegt. 

11. DNA-Molekai, welches fflr ein Faktor Vlll-Polypeptid nach 
den Anspriichen 8 und 9- codiert, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Modifikation zwischen AS 2037 (lie) und 2062 (Trp) , AS 2108 
(Asp) und 2118 (Asn) und/oder AS 2154 (Thr) und 2158 (lie) vor- 
liegt . 

12. DNA-Molekiil , welches fiir ein Faktor Vlll-Polypeptid nach 
den Anspruchen 8 und 9 codiert, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Modifikation zwischen AS 2209 (Arg) und 2234 (Phe) \xnd/oder AS 
2269 (His) und 2281 (Lys) vorliegt. 

13. DNA-Molekai, welches fCir ein Faktor Vlll-Polypeptid nach 
Anspruch 11 codiert, dadurch gekeimzeichnet, daS die Modifika- 
tion zwischen AS 2112 (Trp) xind 2115 (Tyr) vorliegt. 

14. DNA-Molekul, welches fClr ein Faktor Vlll-Polypeptid nach 
Anspruch 12 codiert, dadurch gekennzeichnet , daS die Modifika- 
tion zwischen AS 2211 (His) und 2230 (Leu) vorliegt. 

15. B3q)ressidnsvektor, welcher ein DNA-Molekuil nach einem der 
AnsprCtche 8 bis 14 aufweist. 

16. Treuisf ormierte Zelle und Nachkommenschaf t derselben, wel- 
che ein DNA-Molekiil nach einem der Anspruche 8 bis 14 aufweist. 
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17. Verfahren zur Herstellxing eines Faktor Vlll-Polypeptids 
mit Faktor VIII :C-Aktivitat, das eine Modifikation in der A3- 
und/oder CI- und/oder C2-Dom§ne der Sequenz der leichten Kette 
auf waist, dadurch gekennzeichnet, dafi die Modifikation die 
Bindungsaffinitat zu LRP beeinflufit, welches Verfahren umfaSt: 

Zflchten einer Wirtszelle in einem NahrmediUm, wobei die 
Wirtszelle einen Expressionsvektor aufweist, der in Transkrip- 
tionsrichtung eine Transkriptions-Regulierungsregion und eine 
Translations-Initiieningsregion enthait, die in einer Wirtszelle 
wirkt, 

eine DNA-Sequenz, die fiir ein Polypeptid, wie in einem der 
Anspruche 1 bis 7 definiert, codiert, und 

Translations- und Transkriptions-Terminations-Regionen, die 
in der Wirtszelle wirken, 

wobei die Expression der DNA-Sequenz durch die Initiierungs- tind 
Terminations-Regionen reguliert wird, xind 
Isolieren des Polypeptids* 

18. Preparation, welche ein FVIII-Molekul mit FVIII :C-Aktivi- 
tat xind ein Polypeptid ausgewShlt aus der Gruppe der LRP-Anta- 
gonisten aufweist. 

19. PrSparation nach Anspruch 18,. dadurch gekennzeichnet , daS 
das FVIII-Molekiil ein rekombinantes Faktor VIII -Polypeptid mit 
FVIII :C-Aktivitat ist, welches eine Modifikation in der A3-, Cl- 
und/oder C2-Domane der leichten Kette aufweist, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafe die Modifikation die Bindungsaffinitat zu LRP be- 
einf Ixifit . 

20. Praparation nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daS . 
der LRP-Antagonist ausgewahlt ist aus der Gruppe von RAP und 
Idslichen Fragmenten von LRP. 

21. Praparation nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Idslichen Fragmente von LRP eine Bindungsaffinitat zur 
FVIII -LRP-Bindungsstelle zeigen. 

22. Verwendung eines Faktor Vlll-Polypeptids nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7 Oder einer Praparation nach einem der An- 
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sprache 18 bis 21 zur Formulierung einer PrSparation zur Behand- 
lung einer Gerinnungsstdrung. 

23, Verwendung einer PrAparation nach Anspruch 22, wobei die 
Gerinnungsstonmg Hamophilie A ist. 
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FIG.8 
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